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La pratique journaliére de l’étude et de la détermination des 
anaérobies isolés de syndromes cliniques trés divers : appen- 
dicite, suppurations fétides, abcés du poumon, abcés du cerveau, 
abcés jugal, etc., nous a montré que nous ne connaissions qu’une 
trés faible proportion des bactéries anaérobies existant dans la 
nature et que les espéces décrites antérieurement sont encore 
bien mal connues. Nous allons dans ce mémoire décrire quelques 
bactéries nouvelles et donner des précisions sur des espéces mal 
connues. 

I, — Eusactrriares. 


A. Eubactériales asporulées. — Parmi les Eubactériales aspo- 
rulées que nous avons isolées depuis quelques années, 3 appar- 
tiennent au genre Ristella (1), 1 au genre Zuberella, 2 au genre 
Eubacterium, 2 au genre Catenabacterium. On sait que les deux 
premiers genres ne comprennent que des espéces Gram-négatives, 
et que les deux derniéres, des espéces Gram-positives. 

Genre Ristella. —- Les espéces du genre Ristella qu’il nous a 
été donné d’étudier sont R. tumida, R. incommunis, R. insolita. 


(1) A.-R. Privor, Manuel de détermination des Anaérobies. Masson, 
1940. 
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Ristella tumida (Eggerth et Gagnon) P. 1938. 


La souche « M II » que nous avons isolée provient d’un cas 
d’appendicite aigué suppurée. Elle coexistait dans le pus avec 
E. coli, R. ramosum et Str. faecalis. 

Sa morphologie correspond exactement a celle qui a été décrite 
par Eggerth et Gagnon (1933). Voici les caractéres culturaux et 
biochimiques permettant de compléter la description de ces 
auteurs : 

En gélose profonde les colonies sont punctiformes. Pas de 
gaz. Les protéines coagulées (blanc d’ceuf, sérum, fibrine) ne 
sont pas attaquées. Les nitrates ne sont pas réduits en nitrites. 
Le rouge neutre, la safranine, la phénosafranine ne sont pas 
réduits. La fermentation du bouillon VF glucosé a 1 p. 100 
produit 0,0306 g. p. 100 d’ammoniaque, 0,138 g. d’acides volatils, 
consistant dans le mélange, acétiquet+butyrique=3 p. 1; de 
Vacide lactique, des aldéhydes, de l’acétylméthylcarbinol. 

Cette souche n’avait aucun pouvoir pathogéne en culture pure 
pour le cobaye. 

La longévité dépasse plusieurs années par repiquage annuel. 


Ristella incommunis (Eggerth et Gagnon) P. 1988. 


La souche « 157 » que nous avons étudiée provenait d’un cas 
d’appendicite aigué gangréneuse. Elle coexistait dans le pus 
avec W. perfringens et E. coli. 

Sa longévité dépasse plusieurs années par repiquage annuel. 

Sa morphologie est celle indiquée par les descripteurs. Voici 
ses caractéres complémentaires : 

En gélose profonde, colonies lenticulaires et dégagement 
gazeux. Les protéines coagulées ne sont pas attaquées. Les 
nitrates ne sont pas réduits en nitrites. La phénosafranine et le 
rouge neutre sont réduits, la safranine l’est partiellement. La 
fermentation du bouillon VF glucosé a 1 p. 100 produit : ammo- 
miaque, 0,03 g. p. 100; acidité volatile totale, 0,17 g. p. 100, 
consistant dans le mélange formique + butyrique=4 p. 1; de 
lacide lactique ; des amines volatiles, des alcools, des cétones, 
des aldéhydes, de lacétylméthylcarbinol. Cette souche n’avait 
aucun pouvoir pathogéne en culture pure pour le cobaye. 


Ristella insolita (Eggerth et Gagnon) P. 1938. 


Nous avons isolé trois souches de cette espéce, une « 147 » 
dans un cas d’appendicite aigué purulente, ot elle coexistait avec 
E. coli, Proteus vulgaris et Str. faecalis ; la deuxiéme : « 191 II » 
dans un cas d’appendicite gangréneuse, ot elle était associée a 


a 
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E. coli, et & deux autres anaérobies restés indéterminés ; Ja troi- 
siéme : « Is 9 » dans un abcés gangréneux du poumon ou elle 
était associée 4 un staphylocoque doré. 

Sa morphologie correspond a celle qui a été assignée par les 
descriptions. Voici ses caractéres complémentaires 

En gélose profonde, colonies lenticulaires ; peu de gaz. 

Le lait est lentement coagulé ; les protéines coagulées ne sont, 
jamais attaquées. La phénosafranine et le rouge neutre sont 
réduits, mais la safranine ne vire pas. . 

Les nitrates ne sont pas réduits en nitrites. 

La fermentation du bouillon VF glucosé 4 1 p. 100 produit : 
ammoniaque 0,12 g. a 0,20 g. p. 100. Acidité volatile 0,03 g. a 
0,15 g. p. 100; c’est un mélange d’acide propionique et formique 
a parties égales; acide lactique; aldéhydes, amines volatiles, 
cétones, alcool et acétylméthylcarbinol. 

La longévité dépasse plusieurs années par repiquage annuel. 


Genre Zuberella. — 'La souche « 152 II » appartenant au genre 
Zuberella répond 4 une espéce nouvelle 


Zuberella nova n. sp. 


Cette espéce a été isolée dans un cas d’appendicite aigué puru- 
lente ot. elle était associée 4 W. perfringens, K. pneumoniz, 
FE. coli et D. constellatus. 

Habitat : intestin humain, 

Morphologie : batonnet de 2 a 3 » de long sur 0,6 » de large, 
légéremnent effilé aux extrémités, seul ou en paires, ou parfois 
en courtes chainettes. I] est mobile, et présente en particulier 
un mouvement de rotation sur lui-méme. Ni spores, ni capsules ; 
les cils n’ont pas pu étre colorés par les méthodes habituelles. 
Gram-négatif. 

Physiologie : anaérobie strict poussant au mieux 4 37°; ther- 
morésistance nulle; longévité dépassant plusieurs années par 
repiquages annuels. pH optimum, 7,4. 

Caractéres culturaux. — Gélose profonde : colonies lenticu- 
laires qui aprés quelques jours s’entourent d’un halo ouaté trans- 
parent. Dégagement gazeux abondant. 

Eau peptonée : trouble homogéne léger. 

Bouillon VF glucosé : trouble abondant ; gaz abondant. 

Gélatine : liquéfiée en trois semaines. 

Lait : coagulé en huit jours. 

Protéines coagulées : non attaquées. 

Glucides : glucose, lévulose, maltose, galactose et lactose for- 
tement fermentés. Saccharose et sorbite faiblement. 

_ Nitrates : non réduits en nitrites. 


412 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Réduction : phénosafranine et rouge neutre réduits en vingt- 
quatre heures. Safranine non réduite. 

Biochimie : la fermentation du bouillon VF glucosé a 1 p. 100 
produit : ammoniaque 0,05 g. p. 100; SH* en quantité appre- 
ciable, acidité volatile totale 0,12 g. p. 100, consistant en un 
mélange butyrique + formique = 1 pour 2; acide lactique ; aldc- 
hydes ; alcool et acétylméthylcarbinol. 

Pouvoir pathogéne : expérimental : nul pour le cobaye en cul- 
ture pure. Ni toxine, ni hémolysine. Aucun fait ne prouve qu’elle 
ait joué un role pathogéne dans le cas d’appendicite humaine ot 
elle a été isolée. 

Sérologie : cettes souche n’a été agglutinée par aucun des 
sérums anti-Zuberella de notre collection. 

Position dans la systématique : batonnet asporulé, Gram- 
négatif, mobile ; cette espéce appartient au genre Zuberella qui 
comprenait déja 6 espéces, dont 4 gazogénes. C’est 4 ces derniéres 
quwil faut comparer cette espéce nouvelle. Elle différe de Z. ser- 
pens qui est un batonnet épais non effilé, animé d’un mouvement 
onduleux de reptation et ne produisant pas. d’SH?. Elle différe 
de Z. preacuta qui ne liquéfie pas la gélatine et ne coagule pas 
le lait. Elle se rapproche au plus de Z. mobilis, mais celle-ci ne 
liquifie pas la gélatine et ne coagule pas le lait. Enfin elle différe 
de Z. aquatilis qui ne liquéfie pas la gélatine et ne coagule pas 
le lait ; mais par sa morphologie c’est 4 cété de Z. mobilis qu'il 
faut la situer. 


Eubacterium : Nous avons étudié 2 souches d’Eubacterium dont 
Yune répond 4 Vespece Eub. parvum, et l’autre a une ,espéce 
nouvelle. 


Eubacterium parvum (Choukevitch) P. 1988. 


La souche « 219 C » répondaant a cette espéce a été isolée dans 
un cas d’appendicite gangréneuse ot elle coexistait avec E. coli, 
Zuberella mobilis et deux autres anaérobies indéterminés. 

Morphologiquement elle ressemble 4 la description de Chou- 
kevitch avec toutefois une tendance plus grande a donner des 
formes filamenteuses longues. Voici ses caractéres complémen- 
taires : 

En gélose profonde les colonies sont lenticulaires. Le lait est 
coagulé massivement, sans rétraction du caillot. Les protéines 
coagulées ne sont pas attaquées. 

I] fait fermenter glucose, lévulose, maltose, galactose, lactose 
trés fortement et arabinose faiblement. 

Les nitrates ne sont pas réduits. 

Le rouge neutre et la phénosafranine sont réduits. 

La fermentation du bouillon VF glucosé & 1 p. 100 produit : 
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ammoniaque, 0,027 g. p. 100. Acidité volatile totale : 0,14 g. 
p- 100 consistant en un mélange d’acides butyrique et formique 
dans la proportion de 4 pour 1; acide lactique ; aldéhydes, 
alcools, cétones et beaucoup d’acétylméthylearbinol; Non patho- 
géne pour le cobaye ; ni toxine, ni hémolysine. 


Eubacterium pseudo-tortuosum n. sp. 


Cette espéce a été isolée dans un cas d’appendicite purulente 
en méme temps que E. coli, W. perfringens et Cl. bifermentans. 

Habitat : intestin humain (souche 194 III). 

Morphologie : batonnets droits et incurvés, rarement isolés, le 
plus souvent en chainettes tortueuses et en filaments flexueun. 
Longueur 3 a 4 » sur 0,4 » 4 0,5 y. Immobile, asporulé, acilié, 
non encapsulé ; Gram-positif, mais facilement décoloré. 

Physiologie : anaérobie strict. Thermorésistance nulle ; tempé- 
rature optimum 37°. pH optimum, 7,4. Longévité : plusieurs 
années. 

Cultures : gazogénes et inodores. 

Gélose profonde : colonies lenticulaires. Dégagement gazeux 
abondant. 

Eau peptonée : culture abondante en trouble homogéne. 

Bouillon VF glucosé : trouble trés abondant. Gaz trés abondant. 

Gélatine : liquéfiée en trois jours. 

Lait : non coagulé. 

Protéines coagulées : non attaquées. 

Glucides : glucose, lévulose, maltose, saccharose, galactose, 
lactose, sorbite et amidon fermentés. 

Nitrates : réduits en nitrites en eau peptonée en présence de 
glucose, [évulose, maltose, lactose, galactose, saccharose, sorbite 
et glycérine. 

Oxydo-réduction : rouge neutre et safranine réduits. 

Biochimie : ne produit ni indol, ni scatol. La fermentation du 
bouillon VF glucosé a 1 p. 100 produit SH, ; NH, (0,03 p. 100). 
Acidité volatile totale, 0,12 g. p. 100, consistant en un mélange 
d’acides butyrique et formique 4 parties égales ; acide lactique, 
amines volatiles, alcools; aldéhydes ; cétones, acétylméthylcar- 
binol. 

Pouvoir pathogéne : cette souche a été isolée dans un cas aigu 
d’appendicite purulente ; mais la présence de IV. perfringens et 
de E. coli dans ce pus ne permet pas de lui assigner 4 coup sar 
une action pathogéne. Par ailleurs, injection de culture pure 
aux animaux de laboratoire n’a donné aucun résultat. 

Position dans la systématique : batonnet asporulé, Gram- 
positif, immobile, ce germe appartient au genre Eubacterium qui 
comprenait déja 20 espéces dont 8 gazogenes non fétides. I] dif- 
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fére de Eub. guintum, qui est protéolytique ; Eub. ethylicum qui 
coagule le lait; Eub. cadaveris, qui a des colonies en flocons de 
neige et ne trouble pas les milieux; Eub. aerofaciens qui ne 
liquéfie pas la gélatine, ne donne pas d’SH, et ne réduit pas 
les nitrates, Eub. nitritogenes qui ne liquéfie pas la gélatine et est 
un ferment butyro-propionique. Par contre, il ressemble morpho- 
logiquement a Eub. tortuosum, dont il ne differe que par la liqué- 
faction de la gélatine, la production d’SH, et la réduction des 
nitrates en nitrites. C’est done a cdté de Eub. tortuosum que nous 
le situons en lui donnant Je nom de Eubacterium pseudo- 
tortuosum. 


Genre Catenabacterium : Nous avons isolé 3 souches répondant 


a deux espéces de ce genre, dont l’une est nouvelle et l’autre peu 
connue. 


Catenabacterium contortum n. sp. 


Les deux souches qui constituent cette espéce ont été isolées 
dans deux cas d’appendicite gangréneuse putride, la premiére, 
113 VI, associée a R. ramosum, E. coli, Str. fxcalis et F. bia- 
cutus, la deuxiéme, 148 III, en association avec E. coli, Pro- 
teus vulgaris et W. perfringens. 

Habitat : intestin humain. 

Morphologie : batonnet ne se présentant qu’en trés longues. 
chainettes contournées, de 30 a 50 éléments ou plus, chaque 
élément mesurant 3 a 4 » de long sur 0,5 » a 0,6 » de large, 
restant nettement séparé des voisins. Immobile, acilié, asporulé, 
non encapsulé, Gram-positif. 

Physiologie : anaérobie strict; température optimum, 387° ; 
thermorésistance nulle ; pH optimum, 7,4 ; longévité de plusieurs 
années. 

Cultures : gazogénes, non fétides. 

Gélose profonde : colonies lenticulaires. Gaz. 

Eau peptonée : peu ou pas de développement. 

Bouillon VF glucosé : trouble apparaissant d’abord trés len- 
tement, puis plus rapidement, et parsemé de grumeaux. Gaz 
(pas d’SH.). 

Gélatine : non liquéfiée. 

Lait ; non coagulé, 

Protéines coagulées : non attaquées. 

Glucides : glucose, lévulose, maltose, galactose, saccharose, 
xylose, arabinose fermentés avec gaz. 

Nitrates : non réduits. 

Rouge neutre viré. 

Biochimie : la fermentation du bouillon VF glucosé a 1 p. 100 © 
produit NH, (0,023 p. 100), indol (petite quantité). Acidité vola- 
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tile totale : 0,08 p. 100 consistant en un mélange d’acides propio- 
nique et formique (i p. 2). Acide lactique ; amines volatiles ; 
aldéhydes ; alcools et acétylméthylcarbinol. 

Pouvoir pathogéne : isolées dans des cas d’appendicite gangré- 
neuse putride en méme temps que d’autres germes, il n’est pas 
possible d’affirmer leur pouvoir pathogéne dans cette infection. 
Lune des souches n’avait aucun pouvoir pathogéne pour le 
cobaye. L’autre (118 VI) injectée a la dose de 1 cm® dans le 
muscle du cobaye provoquait un cedéme gélatineux mortel en 
quarante-huit heures ; la reprise du germe était positive ; mais 
ce pouvoir pathogéne ne s’est pas conservé au cours des repi- 
quages. Ni toxine, ni hémolysine. 

Position dans la systématique : streptobacille immobile, Gram- 
positif, asporulé, cette espéce appartient au genre Catenabac- 
terium qui, parmi ses 6 espéces ne comprenait jusqu’ici qu’une 
seule espéce gazogéne : C. helminthoides. Celle-ci a des colonies 
ouatées, liquéfie la gélatine, produit SH, et les acides butyrique 
et formique. La nouvelle espéce décrite est donc nettement dif- 
férente et nous lui proposons le nom de Catenabacterium con- 
tortum en raison de ses chainettes contournées. 


Catenabacterium filamentosum (Jungano) P. 1988. 


Nous avons isolé deux souches « 91 bis II » et « Cher I » appar- 
tenant 4 cette espéce, la premiére dans un cas d’appendicile 
purulente associée a FE. coli et a Streptococcus evolutus, la 
deuxiéme dans un cas de tétanos post-abortif mortel (sérosité 
utérine). Une troisieme souche « 155 d » provenant d’un cas 
d’appendicite aigué se présente comme une variété de cette 
espéce (ne coagulant pas le lait). Quand on examine ces souches 
dans les conditions habituelles elles ne paraissent pas gazogénes 
et c’est ainsi que Jungano les a vues. Mais quand on agite les 
tubes de culture on peut observer un léger dégagement gazeux. 
Cette espéce doit donc étre rangée parmi les espéces gazogénes 
du genre Catenabacterium. La morphologie est bien celle qui 
a été décrite par Jungano. Les caractéres suivants complétent sa 
description : longévité trés grande (plusieurs années). Le bouillon 
glucosé n’est pas toujours troublé. La culture peut se manifester 
par un unique grumeau croissant au fond du tube, mais de ces 
cultures grumeleuses peuvent naitre des cultures troublant le 
bouillon. La gélatine n’est pas liquéfiée. Le lait est rapidement 
coagulé. Le rouge neutre et la phénosafranine sont réduits. Les 
nitrates ne sont pas réduits. Le glucose, le lévulose, le maltose, 
le galactose, le lactose, le xylose et l’arabinose sont fermentés. 

Biochimie : la fermentation du bouillon glucosé a 1 p. 100 
produit NH* : 0,013 4 0,017 p. 100. Indol ; SH? : traces ; acidité 
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volatile 0,115 a 0,145 p. 100, consistant surtout en acide acélique 
et traces de propionique et formique. Acide Jactique. Amines, 
alcool, cétone et acétylméthylearbinol en grande quantité. Pou- 
voir pathogéne expérimental : nul. Ni toxine, ni hémolysine. 


B. Eubactériales sporulées. — Nous avons isolé 2 souches 
répondant a une espéce nouvelle 


Inflabilis talis, n. sp. 


La premiére de ces souches a été isolée dans un cas d’appen- 
dicite aigué, la seconde dans une conserve de poisson intfectée 
(envoi du D*™ Pantaléon, Service vétérinaire de la Préfecture de 
Police). ' 

Morphologie : batonnet semblable a tous les Inflabilis : droit, 
mesurant environ 3 a 5y sur 0,7» a 0,8 yp, immobile, acilié, 
non encapsulé et présentant une spore subterminale clostridienne. 
Gram positif. 

Physiologie : anaérobie strict; température 37°. pH opt- 
mum, 7,4. Thermorésistance faible: dix minutes a 70° et cing 
minutes a 80°. Longévité trés grande (plusieurs années). 

Cultures : gazogenes et putrides. 

Gélose profonde : colonies lenticulaires avec tendance a devenir 
irréguliéres. Gaz : odeur putride. 

Eau peptonée : léger trouble.. 

Bouillon VF glucosé : trouble abondant, beaucoup de gaz, 
odeur putride trés marquéc. 

Gélatine : liquéfiée en vingt-quatre heures ou en plusieurs jours. 

Lait : coagulé en un ou plusieurs jours, puis entiérement digéré. 

Protéines coagulées : lentement et partiellement attaquées. 

Glucides : glucose, lévulose, galactose, saccharose, sorbite et 

glycérine fermentés avec gaz. 

Nitrates : réduits en nitrites en présence de maltose par la 
souche «123 I ». 

Rouge neutre et safranine : virés. 

Biochimie : la fermentation du bouillon VF glucosé A 1 p. 100 
produit NH, (0,02 a 0,08 p. 100), SH,; Indol : traces. Acidité 
volatile 0,175 a 0,225 p. 100 consistant en un mélange 
caproique + propionique (5 & 20 parties de propionique pour 1 de 
caproique). Acide lactique. Amines volatiles ; alcools ; aldhéydes ; 
cétones. \ 

Pouvoir pathogéne : la souche 123 I n’est pas pathogéne. La 
souche 250 A tue le cobaye en six jours sans lésion locale, mais 
avec dégénérescence hépatique et congestion pulmonaire. La 
toxine de la méme souche injectée dans la veine de la souris 
foudroie celle-ci en quelques secondes. 
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Agglutination : un sérum agglutinant a été préparé contre cha- 
cune de ces souches. Ces sérums sont actifs au 1/5.000 sur la 
souche homologue, mais n’ont aucune action croisée. 

Systématique : Gram-positif, immobile, spore clostridienne sont 
les caractéres du genre Inflabilis. Cette espéce se range avec les 
gazogénes protéolytiques et différe de Inflabilis satellitis par son 
pouvoir protéolytique plus restreint, l’absence de biliophilie et 
Je type fermentaire ; et de Inflabilis indolicus par ses colonies et 
son type fermentaire. 

Il s’agit donc bien d’une espéce nouvelle que nous nommons 
Inflabilis talis en raison de sa similitude morphologique avec les 
autres Inflabilis. 


II. — AcrimonyceTALes. 


Nous avons étudié deux souches répondant a deux espéces 
d’Actinomycétales : 


Actinobacterium israeli (Wolff et Israel) Sampietro 1908. 


La souche C, répondant a cette espéce a été isolée dans la séro- 
sité péritonéale d’un cobaye mort (germe de sortie). 

Sa morphologie était typiquement celle des Actinobacterium 
avec les ramifications et les renflements en massue. Sa longévité 
dépasse actuellement deux ans par repiquages trimestriels. Les 
caractéres culturaux sont exactement ceux qui ont été décrits par 
les auteurs. Nous y ajouterons : les nitrates ne sont pas réduits 
en nitrites. Le rouge neutre et la phénosafranine ne sont pas 
réduits. Pas d’indol dans les cultures. La fermentation du bouil- 
lon VF glucosé produit : NH, : 0,02 p. 100. Acides volatils 
(0,28 p. 100) : butyrique + acétique 1 p. 10. Acide lactique. Traces 
d’alcools. Acétylméthylcarbinol abondant. 

Une culture en gélose profonde inoculée dans le péritoine d’un 
cobaye tue lentement celui-ci avec le tableau de |’actinomycose 
expérimentale classique. 


Bifidibacterium appendicitis (Lotti) P. 1938. 


La souche 257 répondant a cette espéce a été isolée dans un cas 
d’abcés jugal d’origine dentaire. 

Sa morphologie correspond bien a ie description de Lotti. Sa 
longévité dépasse trois mois. Ses caractéres culturaux corres- 
pondent a la description de l’auteur. Nous y avons ajouté : les 
glucides suivants : saccharose, glucose, lévulose, maltose, galac- 
tose et lactose sont activement fermentés, amidon et sorbite fai- 
blement. Les nitrates ne sont pas réduits en nitrites. Le rouge 
neutre et la phénosafranine ne sont pas réduits. 
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La fermentation du bouillon glucosé produit : NH, 0,034 g. 
p- 100; SH,; acides volatils 0,10 p. 100 : butyrique et for- 
mique 1 p. 2. Acide lactique. Amines volatiles, cétones, aldéhydes ; 
acétylméthylcarbinol. 

Pouvoir pathogéne : expérimental : nul. Ni toxine, mi hémo- 
lysine. 

REsUME ET CONCLUSIONS. 


Nous ne connaissons gu’une faible proportion des _bactéries 
anaérobies existant dans la nature et la plupart des anaérobies 
décrits sont insuffisamment connus. Nous donnons la description 
de 4 espéces nouvelles : Zuberella nova, Eubacterium pseudotor- 
tuosum, Catenabacterium contortum et Inflabilis talis, et nous 
complétons les descriptions insuffisantes de 7 espéces mal 
connues : Ristella tumida, Ristella incommunis ; Ristella insolita, 
Eubacterium parvum, Catenabacterium filamentosum, Actinobac- 
lerium israeli et Bifidibacteritum appendicitis. 


CONTRIBUTION A L’ETUDE DE SH. ALKALESCENS. 
SES CARACTERES DE CULTURE | 


par P. THIBAULT, F. ROLAND et M'* D. BOURBON. 


_(Unstitut Pasteur. Service de Microbie générale.) 


_Andrewes (1), en 1918, décrivit, sous le nom de B. alkalescens, 

un bacille trés voisin des B. de Flexner par ses caractéres de 
culture. Il le considére comme un saprophyte et s’efforce de le 
distinguer des véritables B. dysentériques. Les travaux récents, 
surtout ceux de Neter, ont attiré de nouveau |’attention sur ce 
germe qui est non seulement un hdte fréquent de l’intestin nor- 
mal (2), mais encore l’agent étiologique de certaines infections 
urinaires ou intestinales (8). Il est maintenant classé dans le genre 
Shigella, mais il existe encore des divergences dans les descrip- 
tions que les divers auteurs donnent de ses caractéres de culture. 

La morphologie de Sh. alk. est celle des germes du genre 
Shigella. Ce sont des batonnets immobiles, non encapsulés, non 
sporulés, ne gardant pas la coloration de Gram. Bamforth (4), 
puis Stuart, Rustigian, Zimmerman et Corrigan (5) ont, il est vrai, 
décrit de nombreuses souches mobiles sous le nom de Sh. alk. en 
raison de leurs rapports antigéniques étroits avec cette espéce, 
mais la plupart de ces souches sont atypiques par leurs carac- 
teres biochimiques et souvent ne se distinguent pas d’E. colli. 
Cependant, la souche 21.811 (Stuart et coll.) présente de grandes 
analogies avec Sh. alk. tant par ses caractéres biochimiques que 
sérologiques. 

Sh. alk. réduit les nitrates en nitrites. . . 

La réaction du rouge de méthyle est positive. Celle de Voges- 
Proskauer est négative. Récemment cependant Wheeler, Stuart 
et Ewing (6) ont signalé l’isolement d’une souche capable d’éla- 
borer de l’acétyl-méthyl-carbinol. Cette propriété s'est montrée 
instable et a disparu rapidement au cours des repiquages. 


(1) Anprewes (F.). Lancet, 1918 (1), 560. 

(2) Never (E.) et Cuarx (F.). J. Pediat., 1945, 26. 

(3) Never (E.) et Heme (A.). Am. J. Hyg., 1940, at, Sect. B, 69. 

(4) Bamrorta. (J.). J. Hyg., 1936, 36, 363. 

(5) Sruanr (C.), Rusriciuan (R.), Zomerman (A.) et Corrigan (F.). 
J. Immunol., 1948, 47, 425. 

(6) WHEELER (K.), Sruarr (C.) et Ewine (w.). ip Bact., 1946, 54, 169. 
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On admet généralement que Sh. alk., comme toutes les espeéces 
du genre Shigella, est incapable d’utiliser le citrate de soude 
comme source de carbone. Stuart (5) rapporte que certaimes 
souches peuvent posséder cette propriété 4 un faible degré. 

Toutes les souches produisent de lindol. 

Aucune ne liquéfie la gélatine. 

Le lait tournesolé, comme |’a établi Andrewes, subit une alca- 
linisation progressive, lente et franche, sans passer par un stade 
d’acidification. 

D’aprés Stuart, van Stratum et Rustigian (7), Sh. alk. décom- 
pose l’urée grace a une uréase. Cette propriété a jusqu’ici, été 
considérée comme spécifique du genre Proteus. Pour la mettre en 
évidence avec Sh. alk., il suffirait de la rechercher 4 Vaide d’un 
milieu faiblement tamponné. 7% 

Wood a, depuis peu, introduit deux tests nouveaux dans |’étude 
des Shigellas, Wood et Baird (8), (9) ont montré d’abord que Sh. 
sonnei, Sh. alk. et Sh. dispar se distinguaient des autres espéces 
du genre en réduisant |’oxyde de triméthylamine en triméthyla- 
mine. La _ possibilité d’établir ainsi une classification a été 
confirmée par Weil et Black (10) : le test est constamment positif 
avec Sh. sonnei, Sh. alk. et Sh. dispar; il est négatif avec Sh. 
dysenteriz (Shiga), Sh. ambigua (Schmitz) et Sh. paradysenterix 
(Flexner et Boyd) 4 part quelques souches du type P. 148. 

Wood et Keeping (11) ont établi ensuite que, seule du genre, 
Sh. alk. transforme la choline en triméthylamine. Sh. dysenteriz 
(Shiga), Sh. paradysenteriz (Flexner-Boyd), Sh. ambigua, Sh. 
equirulis, Sh. sonnei, Sh. madampensis (dispar) et Sh. ceylonensis 
en sont incapables. 

Sh. alk., d’aprés les notions classiques, ne produit pas d’hydro- 
géne sulfuré. L’un de nous (12) cependant a observé qu’elle pro- 
voque habituellement le noircissement de la gélose au sous-acétate 
de Pb. Calton et Hess (13) ont rapporté que 5 souches sur 232 iso- 
lées en 1945, produisaient de l’H,S en milieu de Kliger; la réaction 
n’apparaissait qu’aprés quarante-huit heures A 37° et devenait trés 
nette aprés vingt-quatre heures 4 la température du laboratoire. 

Sh. alk. produit une catalase. 

C’est aux réactions de fermentation qu’on demande le plus sou- 
vent le diagnostic différentiel entre Sh. alkalescens et Sh. para- 


ee Stuart (C.), van Stratum (E.) et Rustictan (R.). J. Bact., 1945, 
aol 

(8) Woop (A.) et Barry (E.). J. Fish. Res. Bd. Can., 1943, 6, 194. 

(9) Woop (A.), Barrp (E.) et Keepine (F.). J. Bact., 1943, 46, 106. 

(10) Wei (A.) et Brack (J.). J. Bact., 1944, 47, 575. 

(11) Woop (A.) et Krepine (F.). J. Bact., 1944, 47, 309. 

(12) Roxanp (F.). Thése Paris, juin 1946. 

(13) Carron (M.) et Hess (M.). J. Bact., 1946, 52, 143. 
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dysenterie (Flexner). Andrewes avait déja remarqué que l’attaque | 
de la duleite pouvait habituellement servir 4 cet usage. Mais ]’étude 
la plus complete des fermentations est due a de Assis (14) qui 
les a recherchées vis-a-vis de 34 substances différentes. D’apreés 
ses conclusions : 

1° Sh. alk. et Sh. paradysenterix (Flexner) attaquent régu- 
licrement glucose, galactose, mannose, lévulose, mannite et tré- 
halose. 

2° Sh. alk. attaque réguliérement : glycérine, maltose, fucose et 
sorbose. Seule de ces substances, la glycérine n’est jamais fer- 
mentée par Sh. paradysenterie (Flexner). 

3° Sh. alk. ne fermente jamais : glycogéne, mélibiose, saccha- 
rose. Quelques souches seulement de Sh. paradysenterie (Flex- 
ner) attaquent ces substances. 

4° Sh. alk. fermente irréguli¢rement : xylose, dulcite et sali- 
cine que Sh. paradysenteriz (Flexner) n’attaque jamais. 

5° Sh. alk. de méme que Sh. paradysenteriz (Flexner) n’attaque 
jamais adonitol, amygdaline, arabitol, célose, édestine, esculine, 
érythrite, inosite, lactose et mélézitose. 

6° Sh. alk. provoque un virage transitoire du milieu avec 
arbutine. . 

7° Sh. paradysenterix (Flexner) seul provoque un virage tran- 
sitoire avec : larabinose et raffinose. 

8° Sh. alk. et Sh. paradysenterix (Flexner), Pun et lautre, 
provoquent un virage transitoire avec : dextrine, inuline, rham- 
nose, sorbite, amidon. 

Ainsi donc Ja fermentation de Ja glycérine aurait seule une 
valeur pour le diagnostic différentiel entre Sh. alk. et Sh. parady- 
senterize (Flexner). © 

Quelques auteurs (4, 5) ont décrit comme des Sh. alk. atypiques 
des souches qui fermentent le lactose et parfois méme avec gaz, 
en raison de leur structure antigénique. 

Andrewes (1), puis Nabarro, Derrick et Edward (15) ont 
observé parfois la fermentation tardive du saccharose. D’aprés 
Smith et Fraser (16), Neter (17, 3), certaines souches attaquent ce 
sucre. Stuart et Rustigian (18) ont noté la méme propriété pour 
des souches fraichement isolées. En pratiquant des isolements 
4 partir de cultures récentes sur des plaques de gélose saccha 
rosée- a l’éosine bleu de méthyléne, il se forme des colonies 
a centre blanc qui ne fermentent pas le saccharose et des colonies 


(14) De Assis (A.). O. Hospital, 1939, 19, 447. 

(15) Nasarro (D.), Derrick (E.) et Epwarp (F.). J. Path. a. Bact., 
1939, 49, 515. 

(16) Samira (J.) et Fraser (A.). J. Path. a. Bact., 1928, 31, 511. 

(17) Nerer (E.). Acta Medica Scand. 1938, 95, 597. 

(18) Sruarr (C.) et Rusrician (R.). J. Bact. 1944, 48,. 497. 
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a centre noir qui le fermentent ; au cours des repiquages succes- 
sifs le pouvoir d’attaquer le saccharose se perd rapidement. 

Andrewes (1) avait déja signalé que certaines suns étaient 
incapables de fermenter la dulcite. 


RECHERCHES PERSONNELLES. 


a) Matériet. — Notre matériel de travail est constitué par 
8 souches récemment isolées dans notre laboratoire et par 
9 souches de collection. 


Souche F 206 . : By Ee hea tS coopera eae Isolée d’une colite. 


ule saeene at tae here, at noe aah lsolée d’une colite. 
Ba iirs gv ei oho Hy cM sks ead Woe eees Isolée d’une colite. 
GOWAT .7 fe: Berea oon ehrde eae Isolée d'une colite. 
iy Sah ee APs sey dy eeee tat reeks Isolée d’une cystite. 
GOSS hse on tat pec hipsucee + conte . . Isolée d’une cystite. 
(AUN... 2 se in gureaaers eh _. . . Isolée d’une cystite. 
Pay trie et coves eee, ee ee ee eee Isolée d’une cystite. 
SESH Owe ere Pome m yok aaa cE De la National collection of type cul- 
tures (Londres). 
CRUR WN walraa tiDe cauencerd Gre. Tike De la National collection of type cul- 
tures (Londres). 
NaN Mi Rare uty ay idl Es Bh lootee As eRe De la National collection of type cul- 
tures (Londres). 
OUP Gece OC nis COS Berlin. cao ae De la National collection of type cul- 
tures (Londres). 
Se ets a) a eaeePeae 2 Cha Mere heey le Due al’obligeance du D'C. A. Stuart. 
DA SAAS ie rie Aa tech) Peak daee Rae Due al obligeance du D'C. A. Stuart. 
648 [type II, de Assis} (19) . . . Due a l’obligeance du D* E. Neter. 
2.193 [type III, Neter] (20) . . . . Duea lobligeance du Dr E. Neter. 
9.734 [type IV, Neter] (20) .... Due & l’obligeance du D* E. Neter. 
° 
b) Tecunrgues. — Nous avons recherché la mobilité par plu- 


sieurs procédés : d’une part |’examen microscopique des cultures 
jeunes obtenues en bouillon ou en gélose molle, aA 37° ou a la 
température du laboratoire ; d’autre part la méthode macrosco- 
pique de Tittsler et Sandholzer (21). 

La recherche des nitrites, aprés culture sur milieu gélosé au 
nitrate de potasse, se fait grace aux réactifs de Wallace- 
Neave (22). \ 

Pour Ja réaction de Voges-Proskauer, nous préparons le milieu 
avec de la peptone Chapoteaut qui contient du tryptophane et 
est lune des rares peptones francaises qui conviennent [Dujarric 
de la Riviére et Chu (23)]. Aprés culture 4 30° pendant deux jours 


(19) De Assis. O. Hospital Rio de Janeiro, 1939, 45, 655. 

(20) Nerer (E.). Proceed. Soc. Exp. Biol. a. Med., 1944, 57, 200. 

(21) Trrrstern (R. P.) et SanpHonzeR (L. A.). J. Bact., 1936, 34, 575. 
(22) Waxxace (G.) et Neave (S.). J. Bact., 1927, 44, 377. 

(23) Dusarric pE LA Rivikre (R.) et Cau (T. ye Rev, Hyg., 1981, 53, 241. 
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[Topley et Wilson (24)], nous recherchons la présence d’acétyl- 
méthyl-carbinol suivant la technique de Barrit (25) qui est l’une 
des plus sensibles. 

La réaction du rouge de méthyl se recherche aprés cing jours 
de culture 4 37° (Topley et Wilson). 

Pour étudier [utilisation du citrate de soude comme source 
de carbone, nous employons le milieu de Christensen (26). 


ISTE GINS Uy «at ow ARC eae ee nrg Sisal Resanaen te PON NE Sate 4.000 cm® 
SUILSLONC AMONG a. so Wey ese ie a eee eee 1g, 
Hulfaterdesmacneswume eg. se eo A Seok Sees ass 0;2) g. 
Phosphate mono ou bipotassique.......... 4g. 
Cithaterdetsoudesgeiveckr ar Aas cir, 21 een eee ce. 3g. 
Ciloriresd essodiuitign ee ete aceon tena Ay eee cee 5 g: 
Heugerde- pnonoli tise see ws ye eatin oe 0,012 g 


Le pH est de 7. 

Le milieu a une coloration jaune. Lorsque le citrate de soude 
est utilisé, lindicateur de réaction vire au violet. On peut incor- 
porer de la gélose mais, en milieu liquide, le virage est un peu 
plus précoce. 

Nous mettons l’indol en évidence a4 l’aide du réactif de 
Kovacs (27). 

Pour observer l’action des bactéries vis-a-vis de la gélatine 
on ensemence par piqdre centrale le milieu disposé en culot. 
Habituellement, on conserve ensuite les tubes A 22°. Cette 
technique permet de noter non seulement s’il y a ou non liqué- 
faction, mais encore l’aspect de la culture ou de la liquéfaction. 
Ces éléments peuvent contribuer au diagnostic. Parfois cepen- 
dant il est avantageux de déposer les tubes 4 37°. Dans ces 
conditions la culture est plus rapide et la transformation de la 
gélatine en peptone, si elle a lieu, est plus précoce. Pour s’en 
assurer, il suffit de plonger tous les deux jours les tubes dans 
un bain d’eau froide : le milieu ne fait plus prise par refroidis- 
sement. Nous avons choisi cette méthode et placé prés des 
cultures de Sh. alk. plusieurs témoins : E. typhi, diverses Salmo- 
nella, Sh. paradysenteriz (Flexner), E. coli. 

A létude du lait tournesolé nous joignons celle du petit-lait 
tournesolé [Petruschki (28)]. 

Pour déceler ]a présence d’une uréase, on utilise le milieu 
recommandé par Stuart, Van Stratum et Rustigian (7). C’est 


(24) Toptey et Wison. Principles of bacteriology and immunity, 
8° Edit., 1946. 

(25) Barrir (M.). J. Path. a. Bact., 1936, 42, 441; J. Hyg., 1948, 
43, 214. 

(26) Curistensen (W.). J. Lab. a. Clin. Med. 1944, 29, 306. | 

(27) Kovacs (N.). Zeitschr. f. Immunitdtsf., 1928, 55, 122. 

(28) Perruscuxr (J.). Centr. f. Bakt., 1889, 25, 122. 
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celui méme qu’ils emploient pour caractériser les Proteus mais 
la solution tampon est diluée au 1/10. 


Solution tampon: 


OPI AUCL Pee ne Men omaum hth cad @ olard 7a, 380 cm?’ 
PO HoK on do tice sae ese ian Ae es cab ae Cee 3,64 g. 
POZH Nand 2 tee as dom ei tor en sitcom ameter ts Eve eee 3,8 g. 
Milieu : 

Solution tampon aur 1/100 ay epee eee te ee 380 cm 
UPees yeh ee cae Gee oh oo ed cI cing ee 8 g. 
Extrait déslevure: 2 Saes-p<cts! to tel sea ce eee ene ee 40 g 
Rougerde phenolsa 0502) ps 00 es usec. peel t-necennen= 20 cm* 


Ce milieu est a pH 6,8. Il est stérilisé par filtration. 

On prépare en méme temps un milieu sans urée pour s’assurer 
que Ja levure ne contient pas de constituants susceptibles de 
donner de l’ammoniaque. On ensemence a partir d’une culture 
sur gélose. 

Plus ou moins rapidement, dans un délai de quarante-huit 
heures, la coloration devient violette s’il y a production d’alcall. 

Le milieu a base de choline proposé par Wood et Keeping (11) 
se compose ainsi : 


Peptone ries, sels ong cy omy cm etter eeu oe a eae 0,5 p. 100 
Chlorydrateide cholinese) ).s5 #3ysn = mien tae mene 0,5 p. 100 
KaHPO, 835 ote Lec sedated omtom pia saa) er cre ee eames 0,1 p. 400 
MeSOTHEO pace WS Re” fie, ate ic eee oe Serene 0,4 p. 100 
NaCl in. Bec ia koe nn. eke Foy red se thncaiee ue at aene Sekar 0,5 p. 100 


On ajuste a pH 7,2 et on stérilise a l’autoclave. 

Les tubes ensemencés restent quarante-huit heures a l’étuve 
a 87°. On ajoute alors dans chacun 1,5 cm’ de formol 4 40 p. 100 
pour neutraliser ]’ammoniaque qui a pu se former ; on agite et 
on laisse en contact trois minutes ; on verse 3 cm® d’une solution 
saturée de carbonate de potasse. On bouche immédiatement avec 
un bouchon de caoutchouc percé d’un trou dans lequel passe un 
tube de verre de 4 cm. de long sur 0,5 cm. de large et légé- 
rement étranglé a sa partie inférieure. Ce tube contient un petit 
bourdonnet de coton hydrophile imbibé d’une solution de bromo- 
thymol] ajusté 4 pH 4 avec de l’acide sulfurique N/10. On plonge 
les tubes dans un bain-marie 4 45° pendant trente minutes. Les 
vapeurs de triméthylamine distillent et l’indicateur de réaction 
devenant alcalin vire du jaune au bleu. Dans chaque expérience, 
on inclut trois témoins : 


Une solution aqueuse de triméthylamine.......... 4/100 
Une solution aqueuse de triméthylamine.......... 4/1000 
Une solution aqueuse de triméthylamine.......... 4/2000 


qui doivent faire virer l’indicateur en deux, quinze, trente 
minutes, 


Pour déceler la production d’hydrogéne sulfuré nous utilisons 


a 


SK. ALKALESCENS 425 


le milieu usuel constitué par du bouillon nutritif gélosé a 
5 p. 1.000, disposé en culot, additionné avant solidification de 
IT gouttes de sous-acétate de plomb (Codex) au 1/10. Pour 
accroitre la sensibilité de Ja réaction on peut ajouter au milieu 
0,2 p. 1.000 d’hyposulfite de soude. L’ensemencement se fait par 
stries verticales le long de la paroi du tube. 

L’étude des fermentations se limite a 10 glucides ou poly- 
alcools : lactose, saccharose, salicine, glucose, maltose, mannite, 
glycérine, xylose, dulcite, rhamnose dont les solutions sont stéri- 
lisées a autoclave ou par filtration. Le milieu nutritif est constitué 
par de ]’eau peptonée a 20 p. 100 additionnée des substances fer- 
mentescibles 4 une concentration de 1.100. Une cloche renversée 
permet d’observer la production de gaz. L’indicateur est la tein- 
ture de tournesol. Les tubes ensemencés sont portés a l’étuve a 
37° et observés au moins pendant quinze jours. 


c) Résuttats. — Les résultats des observations sont résumés 
dans le tableau I. 
Mobilité. — Toutes nos souches sont immobiles a part la 


souche 21.811 qui, seule, présente des mouvements de transla- 
tion et trouble le milieu de Tittsler et Sandholzer. Nous n’avons 


' jamais observé de capsule bien que certaines propriétés sérologi- 


ques en suggérent l’existence. 


Tasttau I. — Propriétés biochimiques, 
N<-) 
a 
z i) res] 
| 2 g is Pie a a 
Blelelel(e/s| el 2(s2lelzlela 
SS) (2 Ble) Shs (6816) 3) he 
2 | & e |  ocesee abe Sion ws peas 
= 
4 
43 souches : F 206, Hul, Baf, 

Gom, Cys, Goss, Gauv, 

Pay, 8.350, 8.637, 1.601, 

BG29 14,814 Pose ek Se ee eee) Be I Bos | tat dad ote 
21.811 (type I, mobile, Stuart).| + | + +/—/+]4 t) Bs | Be }—}—|]+}4+ 
648 (type LI, de Assis). . .;—|+})—|+]—/+]/+t]| Bs | Bo |—|/—/+] + 
2.193 (type III, Neter). . .|—]+ +)—/+)4+t! Be | Bo }—}—|+] + 
9.734 (type IV, Neter). . .}—|+j)/—/+]—]+]|+ t] Be | Bo |—|+]+]+ 


B, bleui; le chiffre indique le jour du virage ; t, tardivement. 


———————————————————— 


Réduction des nitrates. — Toutes nos souches réduisent’ les 
nitrates en nitrites. 
Réaction de V. P. et du R. M. — Aucune de nos souches ne 


produit d’acétyl-méthyl-carbinol. Toutes ont une réaction du 
R. M. positive. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 73, n° 5, 1947. 28 


426 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Utilisation du citrate. — Aucune de nos souches n’est capable 
d’utiliser le citrate comme source de carbone. 

Production d’indol. — Toutes produisent de Vindol. 

Gélatine. — Toutes nos souches de Sh. alk. liquéfient lente- 
ment la gélatine. Aprés quinze a vingt jours de culture a 37° le 
milieu ne fait plus prise lorsqu’on plonge les tubes dans l’eau 
froide., Il en est de méme pour certaines culture d’E. coli, mais 
non pour les autres témoins constitués par diverses souches de 
Sh. paradysenteriae (Flexner), E. typhi et Salmonella. 

Lait tournesolé. — Le virage du lait tournesolé devient visible 
du cinquiéme au septiéme jour ; la réaction est fortement alcaline 
en sept ou huit jours. 

Petit-lait tournesolé. — Le petit-lait tournesolé donne sensi- _ 
blement les mémes indications que le lait, mais elles sont beau- — 
coup plus précoces. Le virage est déja sensible apres quarante- 
huit heures et en trois ou quatre jours, il se forme un anneau — 
bleu a la surface du milieu. 

Urée. — Méme en milieu faiblement tamponné, au cours 
d’essais répétés, il nous a été impossible d’observer l’attaque de 
lurée par aucune souche de SA. alk. 

Choline. — Toutes les souches tranforment la choline en 
triméthylamine, a l'exception seulement des souches: 21811 
(type I, mobile), 648 (type II), 2193 (type III). 

Hydrogéne sulfuré. — En gélose au sous-acétate de plomb, 
aprés quarante-huit heures de culture 4 37°, on observe pour 
toutes les souches, la formation de trainées noires, discrétes, le 
long des stries. Si l’on a additionné le milieu d’hyposulfite, dés 
apres vingt-quatre heures, les trainées sont trés nettes ; elles ne 
s’étendent guére par la suite et restent localisées aux stries 
d’ensemencement. 

Catalase. — Toutes les souches produisent de la catalase. 


TasLeau Il. — Fermentations, 


LACTOSE 
SACCHAROSE 
SALICINE 
GLUCOSE 
MALTOSE 
MANNIiTE 
GLYCERINE 
XYLOSE 
DULCITE 
RAHAMNOSE 


13 souches: F. 206, Hul, Baf, 
Gom, Cys, Foss, Gauv, 
Pay, 8.350, 8.637, 4.604. 


p 
2193 (type III, Neter) . . 
9.731 (type 1V, Neter) . . 
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Réactions de fermentation. — Les fermentations sont notées 
dans le tableau II. 

Le lactose et le saccharose ne sont pas fermentés. : 

La salicine n’est fermentée que par la souche 648, et tardi- 
vement. 

Le glucose, le maltose, la mannite sont fermentés en vingt- 
quatre heures. 

La glycérine est constamment fermentée en trois 4 cing jours. 

Le xylose en un a trois jours, la dulcite en deux a cing jours, 
sont fermentés par toutes les souches, sauf la souche 648. Le 
rhamnose en un ou deux jours sauf par les souches 648 et 21.811. 


Discussion. — Cette étude confirme certaines notions clas- 
siques, apporte quelques observations nouvelles, contredit ou 
appuie les dires d’autres chercheurs. | 

Le petit-lait tournesolé est un milieu intéressant par la préco- 
cité et la netteté du virage qui est appréciable en un ou trois 
jours, tandis qu’il faut attendre parfois une semaine avec le lait. 

La liquéfaction de la gélatine se produit lentement et constam- 
ment sous certaines conditions. Elle peut étre due 4 une adapta- 
tion des germes au milieu gélatiné ou a des enzymes libérés a la 
mort des bactéries. 

La production d’hydrogéne sulfuré est faible mais réguliére. 
Ces deux derniéres propriétés ne sont pas l’apanage des cultures 
fraichement isolées : les souches de collection les possédent au 
méme degré. 

Il n’a pas été possible de constater la présence d’une uréase. 

Le test de Wood et Keeping semble revétir une importance 
considérable. Toutes les souches transforment la choline en tri- 
méthylamine, a l’exception de 3 seulement qui présentent chacune 
quelque autre particularité. La souche 21811 posséde |’antigéne 
somatique du type I mais elle est déja atypique, notamment par sa 
mobilité. La souche 648 se distingue par ses fermentations: elle n’at- 
taque ni xylose, ni dulcite, ni rhamnose, mais acidifie la salicine. 
Nous pensons, avec Neter, que cette souche, sérologiquement et bio- 
chimiquement distincte, ne peut étre retenue dans l’espéce Sh. alk. 
La souche 2193 se rapproche beaucoup plus des caractéres de 
cette espéce. Comme elle n’a pas de rapport antigénique avec les | 
cultures connues jusqu’ici, Neter en a fait un type IIJ. Récem- 
ment, Wheeler, Stuart et Ewing ont étudié une souche identique. 
Elle posséde, outre des relations sérologiques avec certaines 
souches du type P 274 (Boyd), une parenté étroite avec le 
type P 143 (Boyd), une fraction de l’antigéne de groupe Flexner ; 
elle est trés voisine de Sh. dispar, type II, si elle ne lui est iden- 
tique, malgré son incapacité de fermenter le lactose. Wheeler et 
ses collaborateurs pensent que c’est une erreur de classer dans 
Vespéce Sh. alk. de telles cultures. Le fait que la souche 2193 
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présente un test de Wood et Keeping négatif vient a l’appui de 
cette opinion. 

Il existe sans aucun doute des souches capables de fermenter 
le saccharose. Il semble que ce caractére soit propre a certaines 
cultures d’isolement récent. Nous n’en avons pas rencontré. JJ 
existe aussi, peut-étre, des souches qui attaquent la salicine ou 
incapables de fermenter xylose, dulcite ou rhamnose. Remar- 
quons toutefois que dans le travail de de Assis la seule culture 
présentant ces anomalies est la souche 648 ; dans le nétre, seules 
les souches atypiques 648 et 21811 n’attaquent pas le rhamnose. 
La fermentation de la glycérine se montre constante; de Assis — 
attribue 4 cette réaction une valeur primordiale pour le diagnostic 
différentiel avec les bacilles du groupe Flexner. Nous J’utilisons 
nous-mémes dans la pratique habituelle. [I] ne faut pas cependant — 
lui accorder une valeur absolue car nous avons observé |’attaque 
de la glycérine par 3 souches de Sh. paradysenteriae (Flexner), 
toutes trois du type VI. Le virage s’est produit respectivement 
en quatre, six, deux jours. 

Il y a donc un ensemble de caractéres biochimiques qui carac- 
térisent la trés grande majorité des souches de Sh. alk. rencon- 
trées ; on sait qu’elles appartiennent généralement a un méme 
groupe sérologique, le type I, mais la souche 9731, exemplaire 
unique a4 notre connaissance du type IV, ne s’en distingue nul- 
lement. I] y a aussi des souches atypiques auxquelles manquent 
Yun ou |’autre ou plusieurs de ces caractéres. Stuart et ses col- 
laborateurs ont décrit de nombreuses cultures qui, malgré une 
parenté étroite avec Sh. alk. forment par leurs propriétés bio- 
chimiques une gamme entre cette espéce et E. colt. I] devient alors 
difficile de préciser les limites de Vespéce, de distinguer quel 
caractére est essentiel et quel accessoire. L’existence d’un carac- 
tere aberrant isolé: fermentation du saccharose, production 
d’acétyl-méthyl-carbinol, peut d’autant moins s’opposer au dia- 
gnostic de Sh. alk. qu’il s’agit la d’une propriété transitoire qui 
disparait au cours des repiquages successifs. Par contre, il ne 
nous semble pas qu’on doive comprendre sous le nom de 
Sh. alk. des bacilles mobiles qu’on classerait comme E. coli ou 
paracolons sans leur troublante constitution antigénique. N’a-t-on 
pas trouvé fréquemment des bactéries coliformes portant J’anti- 
géne Vi ou des antigénes de Salmonella ou du groupe Flexner 
sans qu’on ait songé 4 en faire des E. typhi, Salmonella, ou Sh. 
paradysenteriae? Le dernier mot doit, dans ces cas, rester a 
Videntification biochimique. 


RESUME. 


Ce travail confirme pour Sh. alkalescens |’existence habituelle 
de certains caractéres classiques: immobilité, réduction des 
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nitrates en nitrites, VP—, RM +, impossibilité d’utiliser le 
citrate, production d’indol, alcalinisation lente du lait tournesolé, 
élaboration d’une catalase ; fermentation de glucose, maltose, 
-mannite, glycérine, xylose, dulcite et rhamnose ; non fermenta- 
tion de lactose, saccharose, salicine. 

I] attire lattention sur le peiit-lait tournesolé dont le virage est 
beaucoup plus rapide que celui du lait. 

Il démontre deux propriétés encore non signalées : l’attaque 
lente de la gélatine, en quinze a vingt jours de culture 4 37°; la 
production faible mais constante d’H?S. 

Il confirme lintérét considérable du test de Wood et Keeping. 


UN MILIEU STERILISABLE A L’AUTOCLAVE | 
POUR LA CULTURE DU MICROBE DE LA PERIPNEUMONIE 


par A, STAUB. 


(Institut Pasteur. Service des Vaccins vétérinaires.) 


Depuis qu’en 1900 Dujardin-Beaumetz (1) eut fait connaitre la 
iechnique de la culture du microbe de la péripneumonie in vitro, 


ese 


il est universellement admis que cette culture ne peut avoir lieu 


qu’en présence de sérum frais. Nous nous sommes demandé si 
cette opinion n’était pas révisable 4 la faveur des ressources 


nouvelles que la technique bactériologique met maintenant 4 notre ~ 


disposition. 

En raison de la difficulté éprouvée, pendant les derniéres 
années de guerre, 4 se procurer des panses de porcs, nous avons 
d’abord essayé de substituer a la peptone de L. Martin utilisée 


par Dujardin-Beaumetz celle obtenue par digestion papainique 


de viande de boeuf. Pour ce faire nous avons eu recours au pro- 
cédé indiqué par Belin (2) a la fois simple comme mise en ceuvre 
et économique puisqu’il utilise la viande qui a servi a préparer 
la macération. Le bouillon préparé suivant cette technique et 
additionné de sérum frais nous fournit des cultures aussi riches, 
sinon plus, que celles en bouillon classique. 

Nous avons alors tenté de remplacer le sérum frais par |’ascite 
artificielle (de R. Legroux) qui consiste en sérum formolé étendu 
de deux fois son volume d’eau. On sait qu’ainsi traité, le sérum 
supporte la stérilisation 4 l’autoclave. C’est un adjuvant que nous 
utilisons journellement pour nos milieux de culture et qui nous 
rend les plus grands services. 

Mais le milieu Belin additionné de cette ascite artificielle ne 
permet pas la culture du microbe de la péripneumonie. 

Cette carence pouvait étre due a la dilution inhérente A la pré- 
paration de Vascite. Une premiére tentative pour concentrer 
cette ascite nous donna un liquide fortement opalescent qui, ajouté 
au bouillon, rendait impossible la constatation d’une culture. 
Nous avons alors fait porter la concentration sur Je bouillon. 
Cette concentration est obtenue par évaporation A feu nu. Un 


(1) Dusarpin-Braumetz, Le Microbe de la péripneumonie et sa culture. 
Doin, éditeur. Paris, 1900. 


(2) Bertin, Ces Annales, 1948, 69, 305. 
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litre est ramené 4 550 cm® auxquels on ajoute ensuite 450 cm? 
de sérum formolé, ce qui donne une concentration finale de 
15 p. 100 en sérum pur. Je dénommerai ce milieu, ajusté a 
pH =7,5: B.R.C. (bouillon réduit sérum cheval). 

Ce milieu, ensemencé avec une culture récente de péripneu- 
monie en bouillon + sérum frais, donne une culture notable mais 
non repiquable, culture due évidemment a la petite quantité de 
sérum frais contenue dans le matériel d’ensemencement. Mais 
n’était-il pas possible d’entrainer progressivement le microbe de 
la péripneumonie a4 se passer de sérum frais ? 

A un premier tube de 10 cm® de B.R.C. nous ajoutémes 
IV gouttes de sérum frais, 4 un deuxiéme II gouttes, a un troi- 
sieme I goutte. Par repiquages successifs dans ces trois tubes 
nous obtinmes des cultures normales en trois ou quatre jours. 
Un tube de B. R. C., sans sérum frais, ensemencé avec le troi- 
siéme tube ne donna une culture légére qu’aprés huit jours 
d’étuve ; mais aprés trois passages en B.R.C. la culture était 
visible aprés quarante-huit heures et normale aprés quatre jours. 
Les passages purent ensuite étre poursuivis indéfiniment. — 

Nous nous sommes naturellement assuré : 1° par comparaison 
avec des tubes vierges laissés a ]’étuve ; 2° par ensemencement 
, sur les milieux usuels; 8° par l’aspect microscopique aprés 
coloration par le Giemsa 4 chaud, qu’il ne s’agissait pas d’un 
trouble déterminé dans le milieu par son séjour a ]’étuve, non 
plus que d’une contamination, mais bien d’une culture du 
microbe de la péripneumonie avec ses formes caractéristiques. 

Ces cultures ont été obtenues avec du sérum de cheval qu’on 
sait aussi favorable que le sérum de beeuf. Nous les avons repro- 
duites avec la méme technique en utilisant du sérum de beeuf et 
avec le méme succés (milieu B. R. B.). 

Cependant un doute se posait. Le point de départ de ces cul- 
tures consistait en souches de péripneumonie qui m’avaient été 
léguées par mon collégue Dujardin-Beaumetz en 1940 et qui, 
depuis, étaient réguliérement entretenues par passages en 
bouillon + sérum frais de boeuf effectués tous les deux mois. Le 
nombre de repiquages — j’ignore combien en avaient été faits par 
mon collégue — s’élevait au moins 4 40 ou 50 et on pouvait se 
demander si avec une souche fraichement isolée ces résultats 
seraient les mémes. Sur ma demande, M. le D* vétérinaire Oru, 
Inspecteur général de l’Elevage, 4 Dakar, a bien voulu me faire 
parvenir des cultures récemment isolées. Je le remercie de la 
grande complaisance qu’il a apportée 4 me satisfaire. Avec la 
plus récente de ces souches qui n’avait encore subi que dix pas- 
sages en milieu artificiel et qui 4 ce stade, d’aprés le protocole 
de M. Oru, était pleinement virulente, j’ai pu, de nouveau, obtenir 
des cultures abondantes soit en B. R. B., soit en B. R. C. 
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Restait A savoir si la virulence était conservée. 

Un veau de dix a onze mois recut a l’encolure 4 cm* d’une 
culture en B. R. B. qui, en tout, tant entre les mains de M. Oru 
que dans les miennes, en était 4 son vingtiéme passage par 
milieux artificiels. On admet qu’a ce stade la culture est encore 
nettement virulente. Or, ce veau, dans le mois qui suivit ]’inocu- 
lation, ne présenta ni cedéme, ni fiévre. I] était intéressant de 
savoir s°il était vacciné. Dujardin-Beaumetz a montré que la 
simple substitution du sérum de cheval au sérum de boeuf dans 
le bouillon modifie suffisamment le comportement du microbe 
pour que sa culture devienne inoffensive pour le bceuf, tout en le 
vaccinant. En serait-il de méme par la dénaturation du sérum de 
beeuf au contact du formol? C’est la une question qui demanderait 
un certain nombre d’animaux d’expérience difficiles a se procurer 
par les temps actuels et qui serait sans doute plus facilement 
résolue a Dakar, par exemple, ot ce matériel fait moins défaut. 

Quoi qu’il en soit, ce veau fut éprouvé par Vinoculation de 
4 cm’ d’une culture fraiche de péripneumonie en milieu Dujardin- 
Beaumetz. Cette souche, recue de Dakar, n’en était qu’a son 
douzi¢me passage en bouillon-sérum frais. Au septiéme passage 
elle s’était encore montrée pleinement virulente. Or le veau n’a 
présenté par la suite ni réaction locale, ni température. Le 
manque de témoin m’interdit d’affirmer que la culture d’épreuve 
était encore réellement virulente, quoi qu’il soit peu probable 
qu’en 5 repiquages elle ait perdu toute activité. 


Conciusions. — I] est possible de préparer un milieu, stéri- 
lisable a J’autoclave, favorable a la culture du microbe de la péri- 
pneumonie. 

La culture dans ce milieu s’est montrée dépourvue de virulence 
pour un veau qui, réinoculé par Ja suite avec la culture d’une 
souche récemment isolée et maintenue en bouillon + sérum frais 
de beeuf, n’a manifesté aucune réaction ni locale, ni générale. 


A PROPOS DES ESSAIS DE CULTURE 
DU BACILLE DE LA LEPRE (’) 


par R. CHAUSSINAND. 


(Institut Pasteur. Service de la lépre.) 


La culture en série du bacille de Hansen n’est pas encore 
réalisée. Une centaine d’expérimentateurs ont procédé dans le 
monde entier 4 de trés nombreux essais, mais, jusqu’a présent, 
toutes les souches bacillaires obtenues étaient, soit des germes 
non acido-résistants, souvent de type diphtéroide, soit des bacilles 
paratuberculeux saprophytes, ou alors des bacilles de Koch. Aussi 
croyons-nous pouvoir nous abstenir de citer les nombreux 
auteurs qui ont effectué — souvent avec une ténacité digne d’un 
meilleur sort — ces recherches délicates et décevantes, On trou- 
vera une documentation compléte relative a ce sujet dans La lépre 
de Jeanselme [4], dans le traité de Klingmiiller [2] et dans une 
publication de Mac Kinley [8]. 

Nous ne mentionnerons que les travaux de Soule [4] et Mac 
Kinley [5]. Ces auteurs ont réussi 4 obtenir de rares colonies 
d’environ 1 mm. de diamétre, aprés une incubation de six 
semaines a 37°5, dans un mélange gazeux composé de 10 p. 100 
d’acide carbonique, de 40 p. 100 d’oxygéne et de 50 p. 100 
d’azote. Ces colonies, formées de bacilles acido-résistants, se 
sont révélées repiquables en série. Cependant, aprés le soixan- 
tieéme passage, le développement du germe se montrait encore 
médiocre [6]. Soule et Mac Kinley admettaient qu’il pouvait s’agir 
du bacille de la lépre. 

Nous avons répété a plusieurs reprises ces essais en suivant 
la technique recommandée et nous n’avons observé aucun 
résultat. A noter que les ensemencements de bacilles de Koch 
et de BCG mis en incubation dans ce mélange gazeux n’ont pas 
donné des cultures plus rapides ou plus abondantes que celles 
des tubes témoins placés dans une étuve ordinaire. D’autres 
essais pratiqués ultérieurement en variant la teneur en oxygéne 
et en acide carbonique dans le mélange gazeux se sont également 
révélés négatifs. 

Nous voudrions aussi résumer briévement nos essais de culture 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 9 janvier 1947. 
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du bacille de Hansen, effectués pendant une douzaine d’années, 

bien que nous n’ayons pas obtenu des résultats satisfaisants. 

Nous croyons en effet que les quelques observations que nous 
avons pu noter au cours de nos travaux éviteront des tatonne- 
ments et des pertes de temps aux expérimentateurs qui auront la — 
patience de continuer ces recherches. 

Depuis 1932, nous avons procédé 4 de nombreuses tentatives 
de culture du germe de la lépre. Plus de 1.000 ensemencements 
de lépromes provenant de 143 malades différents ont été prati- 
qués sur 120 milieux de culture solides ou liquides. Les milieux 
artificiels servant 4 la culture des bacilles tuberculeux, du bacille 
de Johne, ceux employés dans les mycoses ont été expérimentés 
et chacun de ces milieux a subi plusieurs modifications 4 diverses 
reprises. Des milieux A base d’huitres, de poissons, de sub- 
stance nerveuse et méme de tissus humaitis, prélevés. chez des 
sujets décédés a la suite d’accidents, ont été utilisés. Nous avons 
effectué des essais de culture du Pacis de Hansen sur embryons 
de poulet et de canard ainsi que dans du liquide aspergillaire 
d’aprés la technique de Vaudremer [7]. Nous avons préparé des 
milieux auxquels nous ajoutions des extraits de bacilles acido- 
résistants, du liquoide Roche, des vitamines, des extraits glo- 
bulaires ou d’organes les plus divers, d’origine humaine et 
bovine. Ces essais de culture ont été tentés en aérobiose et en 
anaérobiose et cela 4 des pH variant de 6,5 4 8,5. En outre, 
65 hémocultures ont été pratiquées chez des lépromateux en état 
de poussée évolutive. Si 

A plusieurs reprises et sur différents milieux solides, nous 
avons observé au microscope de grandes ag golomérations de 
bacilles acido-résistants, telles que les ont décrites Shiga [8] et 
Schlossmann [9], mais nous ne pensons pas. qu’il se soit agi ‘de 
cultures vraies. Cette multiplication apparente des germes ‘pro- 
venait, 4 notre avis, d’une désagrégation des globi ensemencés, 
suivie d’une espéce d’agglutination qui semble se produire.dés 
que la surface des milieux solides montre une légére teridance 
a se dessécher. Jamais nous n’avons pu obtenir de sous- cultures 
a partir de ces agglomérations de germes. Nous retrouvions’ évi- 
demment de nombreux bacilles en raclant la surface des milieux 
ensemencés, mais ces bacilles présentaient une tendance trés 
nette a la dégénérescence et leur nombre diminuait a chaque repi- 
quage pour “disparattre complétement aprés quelques passages. 
Il s’agissait certainement, dans ces cas, de transports de bacilles 
de milieu a milieu, et non de cultures vrales. 

Sur les milieux liquides, nous avons vu quelquefois, comme 
Kulescha [40], se former de petits fragments de voiles tras ténus, 
composés de bacilles acido-résistants. Nous supposons qué ce 
phénoméne est dai A des germes qui ont été entrainés a la surface 
du liquide et agglutinés. Nous n’avons, en effet, jamais ‘noté la 
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formation d’un nouveau fragment de voile aprés repiquage’ et la 
particule du voile ensemencé, qui se composait en grande partie 
de bacilles en dégénérescence, disparaissait sans laisser de aces 
au bout d’un laps de temps plus ou moins long. 

Par six fois, nous avons obtenu des cultures macroséopiques 
de bacilles acido-résistants repiquables en série. Mais |’identifi- 
cation des germes a démontré qu’il s’agissait de quatre souches 
de bacilles paratuberculeux saprophytes, dont deux non chromo- 
génes, et de deux souches de bacilles tuberculeux eugoniques de 
type humain, mais de faible virulence. 

Nous avons, en outre, observé des faits qui paraissent indi- 
quer qu’une culture macroscopique du bacille de Hansen a été 
réalisée [44]. 

Le suc d’un léprome récent avait été ensemencé sur un milieu 
de culture préparé d’aprés la technique suivante : 


Macération de foie humain (pH 6,5)... ........ 40) cm$ 
Macération de muscles humains (pli 6,5). ....... 40 cm’ 
Liquide synthétique de Sauton .:............ 40 cm? 
Extrait glycériné (10 p. 100) de bacilles acido-résistants . 40 cm’ 


On stérilise 4 105° pendant une heure et on Jaisse refroidir. On 
mélange ensuite aseptiquement le liquide avec le contenu de six ‘ceufs 
frais. On filtre sur gaze et on répartit en tubes. On coagule 4 85° pen- 
dant une heure et. on chauffe, le surlendemain, une heure et dentie 
a 70°-75°. On capuchonne les tubes et on conserve le milieu au frigi- 
. daire. Aprés l’ensemencement, on perce avec une épingle flambée deux 
petits trous dans le capuchon en caoutchouc pour permettre une légére 
aération du milieu. 


Onze mois plus tard, nous avons observé dans deux des quatre 
tubes ensemencés plusieurs colonies minuscules (environ 0,5 mm. 
a 0,8 mm. de diamétre), surélevées, de forme ronde, a aspect 
lisse et brillant et de coloration blanc grisdtre. Des étalements 
sur lames ont montré que ces colonies étaient formées par des 
bacilles fortement acido-résistants, alignés bout a bout et groupés 
parallélement, présentant toutes les caractéristiques morpholo- 
giques du bacille de Hansen de type normal. Les repiquages 
effectués sur le méme milieu n’avaient pas donné de cultures 
macroscopiques nettes, un an plus tard. Mais, on constatait sur 
lame, aprés grattage du milieu aux points ot une légére: culture 
paraissait visible 4 la loupe, de nombreux et trés importants 
amas de bacilles acido-résistants non granuleux, ayant le méme 
aspect que le bacille de Hansen de type normal. De ces amas 
bacillaires partaient des trainées, légérement contournées, for- 
mées de bacilles segmentés montrant toutes les caractéristiques 
des bacilles de Hansen au stade de division [42]. Un deuxiéme 
repiquage pratiqué a cette date sur le méme milieu ne nous a 
donné aucune culture. 

De lous nos nombreux essais, effectués pendant Hewes ans, 


436 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


nous croyons que seul ce résultat représentait une culture macro- 
scopique probable du bacille de Hansen. En effet, les petites 
colonies remarquées dans les premiers tubes ne pouvaient étre 
des particules de léprome puisque le suc ensemencé n’en conte- 
nait pas. En outre, ces colonies n’ont apparu qu: environ onze 
mois apres l’ensemencement. D’autre part, nous n’avons jamais 
vu jusqu’a présent les bacilles augmenter nettement en nombre 
et conserver leur aspect normal vingt-trois mois aprés le prélé- 


vement. Aprés la méme durée d’incubation, nous ne constatons ~ 


d’ordinaire dans les tubes ensemencés que la présence de rares 
bacilles granuleux en dégénérescence et exceptionnellement de 
quelques bacilles en involution. Nous avons procédé depuis a 
plusieurs ensemencements sur le méme milieu sans obtenir de 
résultats. 

Nous avons entrepris de nouveaux essais en ensemencant le 
suc de lépromes récents sur un milieu composé de lépromes 
broyés, solidifiés par coagulation avec du sérum, la matiére 
a ensemencer ainsi que les substances nécessaires a la prépara- 
tion du milieu de culture étant prélevées chez le méme malade. 


Les résultats se sont révélés jusqu’a présent entiérement négatifs.. 


Le bacille de Hansen n’arrive 4 se fixer naturellement que sur 
Vorganisme humain et cela avec beaucoup de difficultés. On ne 
connait, en effet, aucune maladie infectieuse ayant une incuba- 
tion aussi prolongée. En outre, dans les lépres du début, Ja mul- 
tiplication des germes se montre extrémement lente. I] n’est pas 
rare de rencontrer, des lépreux nerveux présentant des lésions 
cutanées depuis de nombreuses années, chez lesquels il est impos- 
sible de déceler ]a présence du bacille de Hansen. Il faut que la 
résistance du malade fléchisse pour que les bacilles parviennent 
a se mulliplier d’une facon intense. On ne doit donc pas trop 
s’étonner des difficultés rencontrées dans les essais de culture 
du bacille de Hansen sur milieux artificiels. 

Le bacille de la lépre est un germe acido-résistant. Or |]’iso- 
Jement initial des bacilles acido-résistants pathogénes cultivables 
ne réussit le plus souvent qu’en aérobiose et sur milieux solides. 
On pourrait donc admettre, par analogie, qu’une premiére 
culture du bacille de Hansen peut s’obtenir sur milieux solides 
maintenus en incubation au contact de lair. Mais, comme le 
développement du bacille de la lépre est extrémement lent, les 
milieux artificiels ensemencés se desséchent et se modifient avant 
que le germe ait pu s’y adapter. Il semble, néanmoins, possible 
qu'une culture médiocre, favorisée par des conditions que nous 
ignorons, puisse étre réalisée exceptionnellement. Mais ]’authen- 
tification de la culture s’avére alors pratiquement impossible du 
fait de la quantité minime de germes dont on dispose. Dans ces 
cas, les constatations suivantes permettent, A notre avis, la pré. 
somption qu’il s’agit du bacille de la lépre : 


cit 
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Apparition extrémement tardive de la culture. 

Croissance lente et médiocre. 

Acido-résistance nette des bacilles cultivés. 

Aspect morphologique des germes, semblable A celui du bacille de 
Hansen de type normal. 

Disposition des bacilles dans les colonies, analogue & celle constatée 
dans les globi, c’est-a-dire, alignement bout Aa bout et groupement 
paralléle des germes. 

Réalisation de sous-cultures difficile ou impossible. 


Quand les souches acido-résistantes cultivées sont eugoniques, 
la recherche de la spécificité du germe de la lépre n’offre aucune 
difficulté. Nous ne sommes pas partisan de l’emploi des épreuves 
de l’agglutination ou de la réaction de Bordet-Gengou pratiquées 
avec le sérum de lépreux, car les bacilles tuberculeux et para- 
tuberculeux donnent des résultats positifs plus ou moins nets qui 
pourraient préter 4 confusion. Par contre, les deux tests biolo- 
giques suivants permettent de déterminer la spécificité du germe 
de la lépre : 

L’injection intradermique “d’une suspension de 0,1 mg. de 
bacilles de Hansen, tués par ébullition, dans 0,1 cm? d’eau phy- 
siologique, ne doit donner aucune réaction locale chez les lépreux 
lépromateux. Tandis que l’injection d’une émulsion similaire pré- 
parée avec des bacilles tuberculeux, des bacilles paratuberculeux, 
ou avec le bacille de Stefansky, provoque, au bout d’une ou de 
deux semaines, l’apparition d’une infiltration nodulaire chro- 
nique, plus ou moins intense, chez tous les lépromateux sen- 
sibles 4 la tuberculine. 

Metalnikov et Toumanoff [43] ont constaté que le bacille de 
Hansen et le bacille de Stefansky injectés dans la cavité générale 
des chenilles de la mite des abeilles (Galleria mellonella) sont 
phagocyltés, puis englobés dans des cellules géantes ou plasmodes. 
Mais la phagocytose est tardive et la digestion des germes se 
montre trés lente et. presque insignifiante. Trois 4 quatre semaines 
aprés l’inoculation, on retrouve encore dans les chrysalides et les 
papillons beaucoup de grosses agglomérations de leucocytes et de 
plasmodes remplis de bacilles bien colorables par le Ziehl. Les 
bacilles tuberculeux et les bacilles paratuberculeux saprophytes, 
par contre, injectés dans la cavité générale des chenilles, sont 
phagocytés trés rapidement et digérés en totalité, soit par les pha- 
gocytes isolés, soit dans des cellules géantes formées par la 
fusion de phagocytes et entourées de capsules fibreuses. La durée 
de cette digestion dépend de la température ambiante et de la 
concentration en germes de |’émulsion injectée. Mais, quelques 
jours aprés l’inoculation, on ne trouve plus aucun bacille dans 
le corps des chenilles. I] suffit done d’injecter, d’aprés la tech- 
nique employée par ces auteurs [44], une suspension des bacilles 
4 identifier dans la cavité générale de chenilles de Galleria mello- 


~~ 
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nella. Si, au bout de quelques jours, les bacilles inoculés sont 
digérés en totalité, il ne s’agit pas du germe de la lépre. 

Il ressort de ce qui précéde que les essais de culture du bacille 
de Hansen sur milieux artificiels se montrent extrémement déce- 
vants. Jusqu’a présent, aucune culture eugonique du bacille de 
Hansen n’a pu étre obtenue. Cependant, chaque année, des 
auteurs présentent des résultats soi-disant concluants et affirment 
que la culture du germe de la lépre est réalisée. L’emploi des 
deux tests biologiques, que nous avons longuement expérimentés, 
en collaboration avec Toumanoff, permettra d’éviter dorénavant 
la publication d’observations étudiées d’une fagon insuffisante. 
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RECHERCHES EXPERIMENTALES 
SUR L’EVOLUTION SIMULTANEE 
DE L'INFECTION TUBERCULEUSE ET DES INFECTIONS 
TYPHOEXANTHEMATIQUES CHEZ LE COBAYE 


par, P. DELBOVE et V. REYNES. 


(Institut Pasteur de Saigon.) 


Quelques faits d’observation clinique nous ayant incités a 
étudier expérimentalement, chez le cobaye, les influences réci- 
proques de l’infection tuberculeuse et des fiévres typho-exanthé- 
matiques, un ensemble d’expériences a été institué en vue d’éta- 
blir : 

1° Le comportement des virus typho-exanthématiques d’origine 
épidémique, endémique et du virus dit « tropical » (correspon- 
dant au « Scrub-typhus » des auteurs anglais) chez des cobayes 
tuberculeux ; 

2° L’évolution de la tuberculose chez des cobayes tuberculeux 
surinfectés par un virus typho-exanthématique ; 

3° Les réactions d’immunité homologue chez des cobayes pré- 
parés par une premiére infection typhique, puis tuberculisés et 
réinoculés aA nouveau avec le méme virus typhique ; 

4° L’allergie tuberculinique au cours de lévolution de la 
maladie typho-6xanthématique expérimentale des cobayes tuber- 
culeux. 

CONDITIONS D’EXPERIENCE. 


Trois souches de virus typho-exanthématique ont été utilisées : 
une souche murine, dite N 15, une souche épidémique « Pékin » 
et notre souche de typhus tropical « Ro ». 


Virus N 15 : Virus d’origine murine, isolé 4 Saigon en 1933 et entre- 
tenu régulitrement par passages cerveau-péritoine sur cobayes [10]. 
Les caractéristiques de l’infection expérimentale sont les suivantes 
aprés une incubation de cing a sept jours, la fievre débute assez brus- 
quement, atteint en un ou deux jours son maximum aux environs 
de 41° ow elle se maintient durant cing 4 six jours, puis s’abaisse pro- 
eressivement pour revenir 4 la normale en trois ou quatre jours. La 
réaction scrotale, obtenue dés l’isolement du virus et observée régu- 
ligrement durant les vingt-huit premiers passages, a complétement 


440 ANNALES ‘DE L’INSTITUT PASTEUR 


disparu depuis longtemps au moment de cette étude. Les infections 
atypiques ou inapparentes sont rares. Un amaigrissement de 50 4 
100 g. est noté chez la plupart des animaux. La mort n’est due, en 
général, qu’A une cause accidentelle. 

Virus Pékin : Virus d’origine humaine, dai a Vobligeance du 
D? Tchang, et isolé en Mongolie au cours d’une épidémie. Ce virus 
provoque chez le cobaye, aprés une incubation de cinq a sept jours, 
une fiévre en plateau d’une durée de sept A neuf jours. Mortalité nulle ; 
pas de réaction scrotale [3]. 

Virus « Ro » : Isolé A Saigon du sang d’un malade atteint de fiévre 
typho-exanthématique avec escarre d’inoculation [4]. Chez le cobaye, la 
fiévre apparait aprés une incubation moyenne de cing a sept jours, 
atteint son maximum en trois ou quatre jours, s’étale en plateau 
d’une durée variable. Deux éventualités peuvent alors se produire : 

Le plus souvent, chute brutale de la température et mort en hypo- 
thermie, au troisitme ou quatriéme jour de la fiévre. 

Ou bien retour progressif 4 la normale. Dans ce dernier cas, la 
période fébrile a une durée moyenne de six 4 douze jours. La réaction 
scrotale est absente, sauf rares exceptions. L’amaigrissement peut 
atteindre le tiers du poids de l’animal. La mortalité est élevée : prés 
de 80 p. 100. La mort survient le plus souvent vers le trosiéme ou qua- 
triéme jour de la fiévre, quelquefois plus tardivement, du quinziéme 
au vingt-cinquiéme jour (amaigrissement progressif). A l’autopsie on 
constate essentiellement une ascite d’importance variable et une hyper- 
trophie splénique. ; 

Souche de B. tuberculeuz : Elle provient du liquide céphalo-rachidien 
d’un malade annamite. C’est une souche du type humain, isolée 
en 1939. Nous avons toujours injecté des émulsions faibles de facon 
a prolonger la survie et augmenter les délais d’observation. 


Les intervalles entre les diverses injections ont varié avec les 
séries de recherches. Ils seront indiqués dans chaque protocole 
d’expérience. 


» 
I. — ComMPoRTEMENT DES VIRUS TYPHO-EXANTHEMATIQUES 


CHEZ LE COBAYE TUBERCULEUX. 


Cette étude porte sur les trois virus: murin, épidémique et 
tropical. 


A. Virus MURIN. 


Premiére série : Six cobayes de 460 & 480 g. recoivent, le 27 sep- 
tembre 1939, sous la peau de la cuisse, 1/2 cm* d’une émulsion faible 
en eau physiologique, d’une culture de bacilles de Koch. 

Aprés un délai de douze, vingt et un ou trente-cing jours, suivant 
les animaux, quatre d’entre eux et trois cobayes neufs témoins sont 
inoculés par voie péritonéale avec une émulsion de cerveau infecté 
de typhus murin et sacrifiés en pleine période fébrile. Au préalable, 
une intradermoréaction a4 la tuberculine a montré que Jes animaux 
tuberculisés se trouvaient bien en période allergique. 
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Les cobayes témoins présentent, aprés une incubation de six a 


sept jours, une fiévre réguliére, évoluant en une semaine environ, sans 
orchite. 


Chez le cobaye tuberculeux, on constate une fiévre plus irrégu- 
liére : la période d’incubation varie de trois 4 dix jours et le plateau 
fébrile se montre atypique. Mais ce qui frappe surtout c’est la réap- 
parition de l’orchite chez tous les animaux, sans exception. 

La mortalité par typhus a été nulle. La chute de poids a été, en 
moyenne, de 56 g. chez les animaux tuberculeux, contre 85 g. chez 
les témoins. 

Deuxiéme série : Huit cobayes de 450 g. sont tuberculisés le 24 jan- 
vier 1940, dans les mémes conditions que précédemment. 

Vingt-deux jours aprés, l’intradermo-réaction 4 la tuberculine étant 
positive, quatre d’entre eux et trois témoins sont inoculés avec le 
virus murin. 

Dans cette série, le typhus a évolué de la méme facon chez les ani- 
maux tuberculeux et chez les témoins. L’orchite n’est apparue ni chez 
les uns ni chez les autres. La chute de poids, a la suite de la maladie 
typhique, a été de 13 g. en moyenne chez les cobayes tuberculeux, 
contre 60 g. chez les témoins. Mortalité nulle. 


La maladie typhique expérimentale du cobaye infecté par le 
virus murin N15 ne semble donc pas modifiée par le terrain 
tuberculeux : 

La durée d’incubation est sensiblement égale chez: les tuber- 
culeux et chez les témoins ; 

La courbe fébrile s’étale en plateau de la méme fagon. Cepen- 
dant la fiévre a été plus irréguliére chez les animaux tuberculeux ; 

‘La mortalité par typhus n’est pas influencée, c’est-a-dire qu’elle 
reste nulle, selon la régle avec le virus murin ; 

La chute de poids, a la suite de la maladie typhique, est légére- 
ment supérieure chez les animaux témoins que chez les tuber- 
culeux. 

Le fait le plus intéressant a été la réapparition du signe de 
Mooser chez tous les cobayes tuberculeux au cours de la premiére 
série d’expériences, alors qu’il était absent chez les témoins. Ainsi 
un virus qui semblait « fixé » et se montrait incapable depuis 
longtemps de provoquer, chez le cobaye normal, la réaction scro- 
tale caractéristique, a récupéré cette propriété par passage sur 
des cobayes tuberculeux. Nous avons pu faire une série de pas- 
sages chez le cobaye normal 4 partir du produit de raclage de la 
vaginale de ces derniers et obtenir chaque fois l’orchite [5]. Ces 
faits sont & rapprocher de ceux que P. Giroud a constatés chez 
les cobayes carencés en vitamine C et inoculés avec le virus his- 


torique de Tunis [8]. 


B. Virus EPIDEMIQUE. . ' 
Des cobayes tuberculisés par une suspension faible de bacilles 
tuberculeux ont été inoculés, aprés des délais de quinze a vingt- 
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quatre jours, avec une émulsion de cerveau de cobaye infecté avec 
le virus Pékin et sacrifié en pleine période fébrile. L’intradermo- 
réaclion a la tuberculine se montrail 4 ce moment positive. Deux 
séries d’expériences ont été ainsi instituées. 


Premiére série : Dans une premiere série d’expériences portant sur 
trois cobayes tuberculeux et trois témoins, incubation a élé la méme 
chez tous les animaux, la période fébrile a présenté les mémes carac- 
teres et la mortalité a été nulle, selon la régle avec ce virus. Mais la 
chute de poids, a la suite de la maladie typhique a été de 150 g. en 
moyenne chez les cobayes témoins et de 87 g. chez les tuberculeux. 

Deuziéme série : Six cobayes tuberculisés depuis vingt et un jours 
et présentant une intradermo-réaction positive 4 la tuberculine onl été 
inoculés avec le virus Pékin en méme temps que trois cobayes neufs 
témoins. Ici encore, incubation et période fébrile ont été identiques et 
la mortalité nulle. La chute de poids moyenne a été de 110 g. chez les 
cobayes témoins contre 30 g. seulement chez les tuberculeux. 


Ces expériences avec le virus épidémique confirment donc les 
résultats constatés avec le virus murin. La maladie typhique expé- 
rimentale ne subit pas de profonde modification apparente en 
évoluant sur un terrain tuberculeux. Seule la chute pondérale est 
plus importante chez les cobayes témoins que chez les tuberculeux. 


C. Virus DU TYPE TROPICAL. 


Deux séries d’expériences portent sur cing cobayes tuberculeux et 
six témoins. L’inoculation du virus a été faite respectivement vingt- 
six et quarante-six jours aprés la tuberculisation, suivant les cas. La 
période d’incubation et la courbe fébrile ont été identiques chez les ani- 
maux tuberculeux et chez les témoins. La courbe thermique est seule- 
ment un peu moins réguliére chez les tuberculeux. La chute de poids 
a été en moyenne de 34 g. chez les premiers contre 120 g. chez les 
seconds. On n’a observé aucune survie 4 la maladie typhique chez les 
témoins. Par contre, trois cobayes tuberculeux sur quatre ont survécu. 
Le cinquiéme avait été sacrifié pour effectuer des passages de virus. 
Or, ces passages ont montré que le virus n’avait rien perdu de ses pro- 
priétés agressives par passage chez les cobayes tuberculeux : tous les 
cobayes de passage sont morts dans les délais habituels. 

Deux nouvelles séries ont alors été instituées portant sur six cobayes 
tuberculisés depuis vingt-quatre ou vingt-six jours. Ici encore aucune 
différence n’est observée dans la période d’incubation, ni dans la durée 
du plateau fébrile. Comme précédemment, la chute de poids est moins 
importante chez les témoins (95 g. en moyenne). La mortalité est sensi- 
blement la méme : une survie sur cing témoins et deux survies sur 
sept tuberculeux. 

Une cinquiéme série d’expériences est entreprise dans les mémes 
conditions. Délais entre la tuberculisation et l’inoculation du virus 
typhique : quarante-trois jours. Dans ce cas, la maladie typhique parait 
avoir été un peu modifiée par le terrain tuberculeux : les cing témoins 
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présentent une maladie classique, sauf un, chez qui la courbe fébrile 
est alypique. Chez les cobayes tuberculeux, on observe deux infections 
inapparentes el une courbe fébrile atypique sur six animaux en expé- 
rience. Aucune survie n’est constatée, mais la mort est survenue plus 
tardivement chez les tuberculeux (dix-neuvidme jour), que chez les 


témoins (treiziéme jour). Enfin, la chute de poids est, en moyenne, 
de 20 g. chez les premiers et de 95 g. chez les seconds. 


Comme dans les expériences précédentes avec les autres virus, 
VPallure générale de la maladie typhique semble donc peu modifiée 
du fait qu'elle évolue sur un terrain tuberculeux. La chule pondé- 
rale reste supérieure chez les témoins. Non seulement la mortalité 
typhique ne parait pas aggravée dans ces conditions, mais il 
semblerait que la mortalité soit plus faible, ou en tout cas la 


mort plus tardive, chez les cobayes tuberculeux surinfeclés par le 
virus tropical. 


CoNcLUSIONS. 


1° D’une fagon générale, la maladie typhique est peu influencée 
par l’infeclion tuberculeuse concomitante ; en particulier, la 
durée d’incubation et la courbe fébrile sont les mémes que chez 
les cobayes t¢émoins. Contrairement 4 ce qu’on pourrail penser a 
priori, la chute de poids, du fait de la maladie typhique, est plus 
marquée chez les animaux témoins que chez les animaux déja 
infectés de tuberculose. 

2° Avec le virus murin, on peut voir réapparailre le signe de 
Mooser classique, qui, depuis plusieurs années d’entrelien du 
virus, avait lolalement fait défaut chez les cobayes de passage. 

8° Non seulement on ne constate pas d’aggravalion de la mala- 
die typhique, quel que soit le virus employé, mais i] semble, au 
contraire, que la mortalité soit plus faible, ou tout au moins la 
mort plus tardive, chez les cobayes tuberculeux surinfectés par 
un virus qui entraine d’ordinaire une forte mortalité tel que le 
virus tropical R O. 

4° Les virus ne sont pas modifiés par passage sur terrain tuber- 
culeux. Ils se présentent avec leur comportement antérieur lors- 
gu’on les reporte sur cobayes neufs. 


II. — Evo.uTion DE LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE 
CHEZ LES COBAYES SURINFECTES PAR UN VIRUS TYPHO-EXANTHEMATIQUE. 


On a étudié ci-dessus le comportement des divers virus typho- 
exanthématiques chez des cobayes préalablement inoculés avec 
des bacilles tuberculeux. A la suite de celte étude, les cobayes 
survivants ont été mis en observation dans le but de rechercher 
quelle serait l’évolution éventuelle de la tuberculose chez de tels 
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animaux. Les inoculations de bacilles tuberculeux ont été faites 
nous l’avons dit, avec de faibles doses pour augmenter la durée 
d’observation. En effet, la survie des cobayes en expérience a été 
fort longue dans certains cas. Les conditions d’expériences ayant 
été exposées ci-dessus, nous nous contenterons de mentionner les 
résultats observés. 


A. — VIRUS MURIN. 


Premiére série : L’un des cobayes tuberculisés et surinfectés par le 
virus est mort de maladie intercurrente au trente-cinquiéme jour, 
avec de trés rares lésions tuberculeuses ; un autre a été sacrifié pour 
effectuer des passages du virus. Les deux survivants sont morts respec- 
tivement les cent vingt-neuvitme et deux cent vingti¢me jours aprés 
l’inoculation de bacilles de Koch, de tuberculose généralisée. 

Les deux témoins, qui n’avaient recu que des bacilles de Koch ont 
succombé les soixante-quinziéme et quatre-vingt-troisitme jours avec 
des lésions de tuberculose généralisée. 

Deuziéme série : Des quatre cobayes tuberculeux surinfectés avec le 
virus typhique, deux sont morts de maladie intercurrente avant la fin 
de l’observation ; le troisitme, qui avait présenté une maladie typhique 
inapparente, est mort de tuberculose au bout de quatre-vingts jours ; 
le dernier a survécu quatre cents jours. 

Sur les quatre témoins, l’un est mort de maladie intercurrente ; 
les trois autres ont survécu respectivement cent cing, deux cent vingt- 
sept et trois cent soixante-cing jours. 


En résumé, dans la premiére série, la tuberculose expérimentale 
a présenté une évolution beaucoup plus lente chez les cobayes 
surinfectés par le virus murin. La deuxiéme série a été faussée 
par l’intervention de maladies intercurrentes. 


B. — Virus EPIDEMIOUE. 


Premiére série : L’un des trois cobayes tuberculeux surinfectés avec 
le virus Pékin est mort de maladie intercurrente trés peu dé temps 
aprés Ja surinfection par le virus typhique. Des deux autres, l’un est 
mort au trois cent quatre-vingt-treizitéme jour avec des lésions massives 
de tuberculose. L’autre a été sacrifié au six cent vingt-quatriéme jour : 
Vautopsie l1’a montré porteur de lésions assez étendues. 

Les cobayes témoins sont morts aprés cent quatre, deux cent vingt- 
sept et trois cent soixante-cing jours, avec des lésions trés étendues. 


En résumé, la moyenne de survie des cobayes a l’infection tuber- 
culeuse, au cours de ces expériences avec le virus épidémique, a 
été nettement plus élevée chez les cobayes surinfectés avec le virus 
typhique que chez les témoins. Pour l’ensemble de ces expé- 
riences, cette moyenne est de quatre cent trente-huit jours chez les 
premiers contre quatre-vingt-sept chez les seconds. 
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C. — Virus TROPICAL. 

Etant donnée la forte morialité survenant normalement chez les 
cobayes infectés avec ce virus, il a été nécessaire de multiplier 
les séries d’animaux. Malgré cette précaution, l’étude de la survie 
a V’infection tuberculeuse chez les cobayes surinfectés avec le 
virus Ro n’a porté que sur un nombre trés restreint d’animaux. 

Sur 17 cobayes tuberculeux surinfectés par le virus tropical, 
quatre seulement ont survécu a infection typhique. Ils avaient 
été surinfectés par le virus vingt-six jours apres avoir recu ]’émul- 
sion de bacille de Koch. La durée de leur survie a été respecti- 
vement de deux cents, deux cent quarante et un, trois cent trente- 
sept et cing cent trente-trois jours. Les quatre témoins sont morts 
aprés quatre-vingt-onze, deux cent soixante-dix-neuf, trois cent 
treize et trois cent dix-huit jours. La moyenne de survie a la tuber- 
culose a donc été de trois cent trente-deux jours chez les cobayes 
surinfectés avec le virus et de deux cent cinquante jours chez les 
témoins. 


CONCLUSIONS. 


L’évolution de la tuberculose expérimentale, chez le cobaye, 
parait donc retardée par une maladie typho-exanthématique sur- 
venant dans les premiers temps de cette évolution. Nous connais- 
sons trois ordres de faits au sujet des associations morbides natu- 
relles ou expérimentales (Bordet) : 

En régle générale, l’association microbienne est un facteur favo- 
risant linfection : c’est le cas de la spore tétanique se dévelop- 
pant chez ’homme 4 la faveur d’une infection intercurrente (Vail- 
lard et Vincent), ou du B. du charbon symptomatique qui ne 
devient pathogéne pour le lapin que s’il est associé au B. prodi- 
giosus (Roger). Chez le cobaye tuberculeux, l’injection de pro- 
duits bacilliféres provoque le plus souvent « une forte conges- 
tion, parfois hémorragique, des foyers tuberculeux » (Bordet). 

Une infection chronique peut rendre un organisme plus résis- 
tant a d’autres agents morbides : les cobayes tuberculeux (Hira- 
yana) ou pseudo-tuberculeux (Boquet, Ninni et Bretey) sont moins 
réceptifs au charbon bactérien. Les cobayes ayant recu du BCG 
tolérent mieux le B. de Bang (Ninni et de Sanctis Monaldi). 

Mais a l’inverse, une infection aigué peut amender un processus 
infectieux chronique : il en est ainsi du paludisme pour la syphilis 
nerveuse de l’homme, de Ja fiévre récurrente pour la trypanoso- 
miase du rat (Vinzent). 

C’est dans ce cadre qu’il faut ranger les faits que nous appor- 
tons dans ces notes, sans qu’il nous soit possible de préciser 
davantage les interactions de la maladie typhique sur la tubercu- 
lose expérimentale. Pour Bordet (Imm., p. 167) « il s’agit vrai- 
semblablement d’une stimulation non spécifique des facteurs 


dimmunité ». 
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III. — R&actTIons D’IMMUNITE CHEZ LES COBAYES CONVALESCENTS 
DE MALADIE TYPHO-EXANTHEMATIOQUE 
ET SURINFECTES AVEC DES BACILLES TUBERCULEUX. 


Plusieurs séries d’expériences ont été instituées dans le but de 
rechercher si l’évolution de la tuberculose expérimentale modifie 
V’immunité du cobaye contre les divers virus typho-exanthéma- 
tiques. Des cobayes convalescents de typhus ont donc été ino- 
culés, par voie sous-cutanée, avec une émulsion de bacilles tuber- 
culeux, dans des délais variant de un a six mois aprés l’inocula- 
tion du virus typhique. Ensuite, ]’épreuve d’immunité contre le 
méme virus a été faite de deux a huit mois aprés la premiére 
inoculation de virus typhique et de un a trois mois aprés |’injec- 
tion de bacilles tuberculeux. Avant de procéder 4 cette épreuve 
une intradermo-réaction A la tuberculine était pratiquée pour 
s’assurer que les cobayes se trouvaient bien en période aller- 
gique. 

Comme précédemment, les expériences ont été entreprises avec 
les trois virus murin, épidémique et tropical. Elles portent sur 
31 cobayes, plus les témoins. 

Ces épreuves d’immunité homologue chez des cobayes conva- 
lescents de fiévre typho-exanthématique et surinfectés par un 
bacille tuberculeux ont révélé une immunité totale : 

Chez 4 cobayes sur 10 avec le virus murin, 40 p. 100; 

Chez 5 cobayes sur 6 avec le virus épidémique, 83 p. 100; 

Chez 8 cobayes sur 9 avec le virus tropical, 88 p. 100. 

Les épreuves avec les virus épidémique et tropical sont 
conformes avec les faits que l’on observe chez des animaux non 
tuberculisés : le taux d’immunité est resté trés élevé malgré l’évo- 
lution d’une tuberculose expérimentale surajoutée. Par contre, 
40 p. 100 seulement des cobayes infectés par le virus murin, et 
surinfectés par des bacilles tuberculeux, se sont montrés réfrac- 
taires 4 l’inoculation d’épreuve. Chez les cobayes non tubercu- 


lisés, ce taux dépasse d’ordinaire 80 p. 100. Il y a la une ano- 
malie qui doit étre signalée. 


IV. — AssociATION EXPERIMENTALE 
CHEZ LE COBAYE DE VIRUS TYPHO-EXANTHEMATIOQUE ET DE BCG. 


On a vu précédemment que la tuberculose expérimentale, en 
évoluant chez le cobaye, ne semble ni modifier les virus typho- 
exanthématiques, ni faire disparaitre ]’immunité acquise par une 
premiére atteinte de ces virus, quelques réserves faites, cepen- 
dant, avec le virus murin. 


Notre étude a porté sur le BCG en méme temps que sur le 
bacille tuberculeux.. 
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Six cobayes d’environ 500 g. sont inoculés par voie péritonéale avec 
une émulsion de cerveau d’un cobaye infecté par le virus épidémique 
Pékin. Vers la fin du deuxiéme mois qui suit la convalescence, ou au 
début du troisisme, ces mémes animaux recoivent sous la peau de la 
cuisse une suspension dense de BCG en eau physiologique. 

Dans la suite, il se forme au point d’inoculation un abcés qui se 
fistulise chez quelques cobayes, mais guérit dans tous les cas sponta- 
nément. L’intradermo-réaction 4 la tuberculine devient positive. 

Les cobayes sont alors réinoculés avec la méme souche de virus 
Pékin, dans le but de rechercher si leur immunité n’a pas cédé sous 
influence de 1l’état d’allergie créé par le BCG. Ces injections d’épreuve 
se sont échelonnées entre le quatre-vingt-huititme et le cent vingt 
quatriéme jour aprés la premiére inoculation du virus typhique. 


Il résulte de cette étude que les cobayes immunisés par une 
premiére atteinte de virus typhique du type épidémique se 
montrent réfractaires 4 une nouvelle infection homologue au 
cours de |’évolution d’un abcés sous-cutané dd a l’injection de 
BCG : on n’observe, a la suite de la réinoculation du produit 
typhique virulent, aucune élévation thermique ni aucune modifi- 
cation pondérale chez les animaux en expérience. 

D’autre part, le BCG n’est pas modifié dans sa virulence du 
fait de son passage sur des cobayes convalescents de fiévre typho- 
exanthématique : les cobayes guérissent spontanément dans les 
délais habituels. 


V. — L’aLuerGIeE TUBERCULEUSE 
AU COURS DES FIEVRES TYPHO-EXANTHEMATIOQUES 
CHEZ LE COBAYE TUBERCULEUX. 


Nous avons mentionné que les cobayes tuberculeux étaient 
éprouvés par une intradermo-réaction 4 la dose de 0 cm* 2 de 
tuberculine brute dilée au 1/10, avant d’étre surinfectés par les 
divers virus exanthématiques. Dans toutes nos expériences, ces 
surinfections ont été faites au début de la maladie tuberculeuse, 
le plus souvent dés l’apparition de la période allergique. 

Or, ces intradermo-réactions ont été poursuivies ultérieure- 
ment. Nous avons pu constater ainsi que la réaction a la tuber- 
culine devient souvent négative durant la période fébrile du 
typhus ainsi que pendant la convalescence. 

Ces intradermo-réactions, aux diverses périodes de |’infection 
typhique, ont donné les résultats suivants, au cours d’une pre- 
miére série de recherches : $4 

Une expérience de contrdle, instituée avec le virus épidémique 
a confirmé les données précédentes : 

Inoculation du bacille tuberculeux le 18 aodt 1942 ; 

Intradermo-réaction les 30 aodt et 6 septembre : positives ; 

Inoculation du virus épidémique le 8 septembre. 
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Durant la maladie typhique, les intradermo-réactions ont donné 
les résultats suivants, qui sont portés dans ce tableau selon 
Vintensité des réactions observées : 
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Il ressort de ces expériences que l’allergie tuberculeuse dispa- 
rait le plus souvent durant le temps qu’évolue la maladie typho- 
exanthématique expérimentale. Cette disparition peut se pro- 
duire, quoique rarement, dés la période d’incubation du typhus. 
Le plus souvent, c’est pendant la période fébrile que les intra- 
dermo-réactions deviennent négatives. Cette période négative se 
prolonge ordinairement pendant la convalescence jusqu’a trois 
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semaines aprés la chute thermique de la maladie typho-exanthé- 
Matique. 


RESUME EY CONCLUSIONS. 


De cette étude sur le comportement des virus typho-exenthé- 
matiques chez les cobayes tuberculeux il résulte que : 

1° La maladie typho-exanthématique du cobaye semble ordi- 
nairement peu influencée par l’infection tuberculeuse concomi- 
tante ; 

2° On peut voir réapparaitre, chez le cobaye tuberculeux, le 
signe de Mooser classique, qui faisait totalement défaut depuis 
un certain nombre de passages chez les cobayes servant a 
Ventretien du virus murin ; 

3° La mortalité, a la suite de la maladie typho-exanthématique, 
parait plus faible, ou tout au moins la mort plus tardive, chez 
les cobayes tuberculeux surinfectés par un virus qui entraine 
d’ordinaire une forte proportion de décés tel que le virus tro- 
pical ; 

4° Les virus typhiques ne paraissent pas modifiés par passage 
sur un terrain tuberculeux ; 

5° L’évolution de la tuberculose expérimentale est retardée 
par une maladie typho-exanthématique survenant dans les pre- 
miers temps de cette évolution ; 

6° Les épreuves d’immunité homologue ont montré que les 
cobayes immunisés par une premiére atteinte des virus typhiques, 
épidémique ou tropical, restent immunisés malgré qu’ils soient 
porteurs de lésions de tuberculose. Seul, le pourcentage des 
cobayes immunisés par le virus murin s’est montré abaissé chez 
les cobayes surinfectés par le bacille tuberculeux ; 

7° L’immunité des cobayes reste entiére lorsqu’ils deviennent 
porteurs d’un abcés sous-cutané dd au BCG. D’autre part, le 
BCG ne se trouve pas modifié par passage chez des cobayes 
convalescents de fiévres typho-exanthématiques ; 

8° L’allergie tuberculeuse, mise en évidence par |’intradermo- 
réaction a la tuberculine, disparait pendant un certain temps 
lorsque évolue la maladie typho-exanthématique. Cette phase 
négative se prolonge pendant la convalescence des cobayes, aprés 
la chute thermique de la maladie typho-exanthématique. 
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RECHERCHES SUR UN FACTEUR FAVORISANT 
LA DESTRUCTION DU TROISIEME COMPOSANT 
DU SERUM CHAUFFE DE COBAYE 
PAR LE VENIN DE COBRA 


par W. MUTSAARS et J. BARTHELS-VIROUX. 


(Laboratoire de Bactériologie. Faculté de Médecine. 
Université libre de Bruzelles.) 


C’est en 1908 que Morgenroth et Kaya [4] constatent que le 
venin de cobra détruit l’alexine, l’effet destructeur se faisant 
déja sentir aprés un séjour d’une heure Aa 37°. 

En 1911 Omorokow [2] observe, lui aussi, que le venin de 
cobra altaque l’alexine, que ce processus d’inactivation est fonc- 
tion du temps et, également de la concentration du sérum: il 
diminue par dilution de l’alexine. Une réaction acide ou alca- 
line du milieu empéche |’action du venin. 

Cette étude est reprise par Sachs et Omorokow [8] qui, aux 
résultats acquis, ajoutent l’observation intéressante que |’alexine 
traitée par le venin récupére son pouvoir lytique par addition du 
chainon central ou terminal. Déja ces auteurs expliquent ces 
résultats par l’hypothése de la destruction par le venin de cobra 
d’un troisiéme composant de l’alexine (C’8). 

Bientét H. Ritz [4] montre que I’alexine inactivée par le venin 
est réactivée par du sérum chauffé a 56° pendant une demi-heure 
ainsi que par les chainons central ou terminal isolés et chauffés a 
cette température. Le troisitme composant de l’alexine s’avére 
étre ainsi une fonction relativement thermostable. 

Chose curieuse, ainsi que Nathan l’a démontré en 1917 [5], le 
venin, agent destructeur du C’3 de l’alexine, est incapable de 
détruire ce méme composant quand l’alexine a été chauffée a 56°. 
Les suspensions microbiennes (B. prodigiosus) ou de levure, qui 
enlévent également le 0’3 de l’alexine n’agissent pas sur le sérum 
chauffé 4 56°. 

Les résultats de Nathan ont été confirmés par Misawa [6]. Or, 
Da Costa Cruz et De Azevedo Penna [7] étudiant l’action des 
suspensions de levure sur Je sérum chauffé de cobaye, confirment 
également les observations de Nathan et les amplifient en obser- 
vant que,l’addition d’alexine au sérum chauffé sensibilise celui-ci 
4 l’action de la levure. A trois tubes contenant, le premier 1 cm® 
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d’alexine et 1 cm? de sérum chauffé; le second 2 cm* d’alexine 
et le troisiéme 2 cm® de sérum chauffé, ces auteurs ajoutent une 
suspension de levure. Aprés séjour des tubes pendant une heure 
4 87°, ils observent que la levure a fait disparaitre le C’3 des deux 
premiers tubes, celui-ci étant resté intact dans le troisiéme tube. 

Nous avons voulu vérifier si le C’3 du sérum chauffé de cobaye, 
inattaquable par le venin de cobra, ne devenait pas sensible a son 
action par l’addition d’alexine. 


Exprrience I. — A cet effet préparons les mélanges suivants : 


1° 1 cm* de sérum de cobaye, chauffé quinze minutes a4 56° (c’est- 
a-dire contenant le troisitme composant) + 0,4 cm® d’une solution en 
eau physiologique de venin de cobra 4 1/6 p. 100+ 0,1 cm* d’eau 
physiologique. 

2° 1 cm? de sérum de cobaye chauffé quinze minutes 4 56° + 0,4 cm# 
de solution de venin + 0,1 cm® d’alexine fraiche. 

3° 1 cm? d’alexine + 0,4 cm*® de solution de venin + 0,1 cm* d’eau 
physiologique. 

Nous portons ces tubes au bain-marie 4 37° pendant une heure quinze. 

Nous titrons leur teneur en C’3 selon la méthode qui sera utilisée 
dans la plupart de nos expériences et que nous mentionnons ici une 
fois pour toutes. 

Nous ajoutons respectivement des quantités décroissantes de ces trois 
mélanges a trois séries de tubes contenant tous 0,2 cm? d’alexine fraiche 
privée de son C’3 par action du venin de cobra et diluée au 1/10; ce 
réactif, contenant tous les autres composants de l’alexine, nous sert 
donc a déceler la présence du C’3. 

Nous ajoutons enfin 4 chaque tube I goutte de globules rouges sen- 
sibilisés de chévre, le volume total de chaque tube étant porté a 
1,20 cm%, par addition de quantités appropriées d’eau physiologique, 
et nous portons le tout au bain-marie a 37°. 

A la lecture, nous notons, en ce qui concerne les tubes de la 
série 1, des hémolyses complétes jusqu’a une dilution assez forte ; 


TasLeau I. — Partout 0,20 cm’ d’alexine traitée par le venin 
et diluée au 4/40. 


MELANGE 4 MELANGE 2 MELANGE 3 
Sérum chautfé Sérum chauffé Alexine 
Venin Sef Venin 
Eau physiologique Venin Kau physiologique 
0,1 ems Alexine 0,4 cm’ 0,1 cm3 


Dilué4/% 0,20, ems a G 
Dilué 4/2, 0,45 cm*. .. . C 
Diluo 7/25) Odors C 
Dilué 1/20, 0,50 cm*. . . . C 
Dilué 4/20, 0,25 cm?. . . . Inc 
Dilué 1/20. 0,145 cm*. . . . PO 
Témoins sans alexine venin. 0 
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les tubes des séries 2 et 3 n’en monirent pas. Les tubes témoins 
contenant uniquement les mélanges 1, 2 et 3 n’en montrent pas 
non plus. Ainsi donc l’alexine fraiche rend le sérum chauffé sen- 
sible 4 l’action du venin de cobra. 


_ Expirience 2. — Comme on le verra il suffit de quantités rela- 
tivement minimes d’alexine fraiche pour obtenir cette sensibili- 
sation. 


A des tubes contenant un mélange de 1 cm? de sérum chauffé a 
56°+0,4 cm* de venin de cobra dilué 4 1/6 p. 100 ajoutons soit 0,2 cm% 
d’alexine pure, soit 0,2 cm® d’alexine diluée A 1/2, 1/4, 1/8, 1/16; a un 
dernier tube ajoutons 0,2 cm? d’eau physiologique. Aprés séjour de 
une heure quinze 4 37°, étudions la teneur en troisisme composant 
de ces divers tubes selon la technique décrite. 


Nous constatons alors que le mélange contenant 0,2 cm* d’alexine 
diluée au 1/4, soit 0,05 cm* d’alexine pure, a perdu la totalité de 
son C’3 ; avec 0,025 cm* d’alexine pure la destruction est presque 
totale ; avec 0,0125 cm* elle est incompléte. Bien entendu le C’3 
du sérum chauffé additionné d’eau physiologique n’est pas 
attaqué par le venin. 


ExpéRIENcE 3. — Comme |’ont remarqué Morgenroth et Kaya, 
Omorokow (loc. cit.), Vaction du venin de cobra sur l|’alexine 
fraiche n’est pas instantanée ; il a été établi qu’il faut environ 
une heure quinze a4 la température de 37° pour obtenir une des- 
truction compléte du C’3 de Valexine quand on utilise la quantité 
usuelle du venin, c’est-a-dire 0,4 cm* de la solution 4 1/6 p. 100 
pour 1 cm* d’alexine. 

Nous avons étudié comparativement la vitesse d’inactivation 
par le venin de l’alexine fraiche et du sérum chauffé a 56° addi- 
tionné de faibles quantités d’alexine. 


Nous prélevons de quinze en quinze minutes un _ échantillon 
d’un mélange de venin et d’alexine (0,4 cm*® de venin dilué & 
1/6 p. 100+1 cm* d’alexine + 0,4 cm* d’eau physiologique) ou d’un 
mélange de sérum chauffé, de venin et d’alexine (0,4 cm*® de 
venin +1 cm? de sérum chauffé + 0,4 cm* d’alexine fraiche diluée 
4 1/10). Ces deux mélanges sont portés au bain-marie 4 37°. Le titrage 
de leur teneur en (’3, en fonction du temps, nous montre que 1’inac- 
tivation de J’alexine est en effet un phénoméne assez lent et progressif 
et qu’il faut environ une heure quinze pour obtenir la disparition 
& peu prés compléte du C’3. Au contraire la destruction du C’3 du 
sérum chauffé, en présence d’alexine, s’opére bien plus facilement ; 
elle est, dans la plupart de nos essais, compléte aprés quinze minutes 
de séjour 4 37°. 


Expirience 4. — Le pouvoir que posséde l’alexine de sensibi- 
liser le sérum chauffé A l’action du venin de cobra, le réle d’acti- 
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vateur qu’elle joue ainsi dans la destruction du C’3 est-il lié a la 
présence simullanée des différents composanls ou bien peut-on 
remplacer les traces d’alexine que nous avons ulilis¢e jusqu’a 
présent par du sérum, ou des fractions de sérum, privés de lun 
ou l’aulre de ses composants ? 

Afin de résoudre cetle question nous avons d’abord remplacé 
Valexine par la fraction « globulines » (C’1) ou par la fraction 
« albumines » (C’2). 


Selon la méthode classique nous avons opéré un barbotage par un 
courant de CO? de l’alexine diluée 4 1/10 en eau distillée. Aprés centri- 
fugation le culot de « globulines » ainsi obtenu est remis en solution 
au 1/10 en eau physiologique et la fraction « albumines » est isoto- 
nisée par addition de chlorure sodique. Nous introduisons dans trois 
tubes 1 cm® de sérum chauffé 4 56° + 0,4 cm? de solution de venin 
de cobra ; nous ajoutons au premier 0,5 cm® de la solution de Cl; 
au deuxiéme 0,5 cm® de la solution de C’2 et au troisitme 0,5 cm$® 
d’eau physiologique. Les tubes séjournent comme d’habitude a 37° 
pendant une heure quinze. Le titrage de leur teneur en C’3 donne 
les résultats suivants : 


TasLeau Il. — Partout 0,20 cm’ d’alexine tazaitée par le venin 
et diluée au 1/40. 


MELANGE 1 MELANGE 2 MELANGE 3 
Diluée 1/2, 0,20 cm? ... G PO C 
Dilieet/2 se 0e1o Cincy. aes C PQ Cc. 
Diluée 1/2; MO M0reme. 2 C : PO Cc 
Diluee 1/20, 0.5" ems . . C 0 C 
Dilnée 47/2050, 25nc Mian. a C 0 Cc: 
Diluce 1/20, 0545 eme . 2. PC 0 C 
Témoin sans alexine venin. 0 0 0 


La teneur en C’3 du tube 1 est sensiblement égale a celle du 
tube 3. La fraction C’1 ne remplace donc pas l’alexine compléte 
en tant qu’activateur. Au contraire le C’3 a disparu a peu prés 
complétement du tube 2; la présence du C’2 permet done |’inac- 
tivation du C’3 du sérum chauffé, Cette action n’est donc pas 
Papanage de l’alexine totale. 

Nous avons également utilisé C’2 et C’l de l’alexine obtenues 
par précipitation par le sulfate d’ammoniaque a demi-saturation. 


Nous mélangeons 5 cm? de solution saturée de sulfate d’ammoniaque 
a 5 cm* d’alexine fraiche. Aprés centrifugation le liquide surnageant 
contenant C’2 est décanté et le précipité de « globulines » contenant 
C’l est recentrifugé aprés lavage avec une solution demi-saturée de sul- 
fate d’ammoniaque. On met ensuite A dialyser dans des sacs de collo- 
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dion. le précipité, solubilisé en eau distillée, d’une part, le liquide 
surmageant d’autre pari, ainsi que 3 cm® d’alexine comme contrdle. 


Ces dialyses doivent s’opérer non pas contre Veau distillée 
mais conlre l’eau physiologique. Elles se font, bien entendu, a 
la glaciére. On renouvelle l’eau physiologique tous les jours. 
Aprés quatre jours on reprend les liquides contenus dans les sacs 
et on étudie leur effet sur la réaction sérum chauffé-venin de 
cobra. On note les résultats. Ils sont les mémes que ceux 
qui sont obtenus en utilisant la technique précédente. 


Expiérience 5. — La présence des composants thermostables 
est-elle nécessaire pour permettre l’inactivation du sérum chauffé ? 

En réalité celui-ci renferme évidemment C’3 et C’4, et, comme 
le venin est sans action sur le sérum chauffé, on pourrait en 
conclure que ces composants n’interviennent pas dans la sensi- 
bilisation au venin du sérum chauffé. Mais il se pourrait que le 
chauffage de l’alexine, tout en n’altérant pas, comme on le sait, 
le sérum en tant que substrat du C’3 et du C’4, modifidt cependant 
une des propriétés de ceux-ci, précisément celle qui favorise la 
destruction par le venin du C’3. 

En d’autres termes, la propriété communément appelée C’3 ou 
C’4 pourrait étre complexe ; le chauffage 4 56° n’aurait aucune 
influence sur l’un des facteurs, celui qui intervient dans |’action 
lytique de |’alexine pour les globules rouges sensibilisés ; ]’autre, 
celui qui sert d’intermédiaire au cours de la réaction du venin 
sur C’3, serait détruit 4 56°. C’est pourquoi nous avons étudié 
"influence sur la réaction, d’une part de |’alexine fraiche privée 
de son C’3, d’autre part de l’alexine fraiche privée de son C’4. 

L’alexine fraiche privée de son C’3 a été obtenue par action 
du venin de cobra; |’alexine privée de son ©’4 par action de 


TasLeau III. — Partout 0,20 cm? d’alexine traitée par le venin 
et diluée au 1/40. 


1 PS SPS 2 SST CS ST CS RE ES CESSES ESS SSS REESE SEES ESET 


MELANGR 41 MELANGE 2 MEL ANGE 3 
4cm? sérum 41 cm* sérum 4 cm? sérum 
4 hibebe aa ; ee aun ‘ chauffé 
,4cm8 venin ,4 cm venin # ; 
4 1/6 p. 100 ‘21/6 p 100 8 ob oas 
Alexine Alexine a 1/6p. 100 
sans 3° composant| sans 4° composant | Hau physiologique 
0,2 cm? 0,2 cms 0,2 cm3 
Diluée 1/2, 0,20cm*... 0 0 C 
Dilueewy2.5 0,15 ems... .. 5 0 0 C 
Diluéee: 17/25 0,10 cm* s . 0 0 Cc 
Diluée 1/20. 0,50 cm® . . 0 0 C 
Diluée 1/20, 0.25 cm*®.. . 0 0 Cc 
Diluée 1/20, 0,15 cm® . 0 0 PC 


) et SA SO ESSE OIE OR A SE EE SS I ELIS, 
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l’ammoniaque diluée, suivie de neutralisation par de l’acide chlo- 
rhydrique dilué, selon le procédé décrit par Gordon, Whitehead 
et Wormall [8]. 

Si, suivant le schéma des expériences précédentes, nous pro- 
cédons a cet essai en ajoutant a un tube contenant le mélange de 
sérum chauffé et de venin, 0,20 cm® d’alexine privée, selon le cas, 
de son C’3 ou C’4, et si nous laissons réagir ces mélanges a 37° 
pendant une heure quinze minutes, nous constatons, ainsi qu’on 
le verra, la destruction dans les deux cas du C’3. La présence 
des fractions thermostables de l’alexine n’est done pas nécessaire 
pour l’observation du phénoméne étudié. 


Exprtrience 6. — Nous avons ensuite étudié ]’action du sérum 
privé de son alexine par contact avec des globules rouges sensi- 
bilisés ou mieux avec des stromas de globules rouges sensibilisés. 


Dans le premier cas, nous avons mélangé & 1 cm® d’alexine diluée 
1/10, 1, 2 ou 4 cm® de globules rouges de chévre fortement sensibi- 
lisés. Aprés séjour de trente minutes 4 37° il y a hémolyse dans tous 
les tubes. On centrifuge et on décante le liquide surnageant que l’on 
répartit 4 raison de 0,2 cm® par tube dans des tubes contenant le 
mélange usuel de sérum chauffé et de venin de cobra. Aprés un temps 
d’action habituel A 37°, on titre la teneur en C’3 de ces divers 
mélanges, ainsi que celle d’un tube ayant recu au lieu d’alexine traitée 
par les globules rouges sensibilisés, 0,2 cm d’alexine fraiche diluée 
a 1/10 et un tube ot l’alexine est remplacée par 0,2 cm*® d’eau physio- 
logique. 


A la lecture, on constate que les tubes contenant soit 0,2 cm* 
d’alexine diluée, soit 0,2 cm* des liquides résultant du contact 
entre l’alexine diluée et les globules sensibilisés, ne contiennent 
plus de C’3. 

Par un titrage séparé nous nous étions assurés que ces liquides 
avaient perdu toute action hémolytique sur les globules rouges 
sensibilisés. 

La méme expérience, répétée avec des liquides résultant de 
action de |’alexine sur des stromas de globules rouges sensi- 
bilisés, donne des résultats analogues. Cette méthode présente 
Yavantage d’éliminer ’hémoglobine. 


Nous centrifugeons 15 cm* de globules rouges de chévre, préala- 
blement lavés trois fois 4 l’eau physiologique. Le culot est laqué au 
moyen d’eau distillée. On favorise la sédimentation des stromas en 
faisant passer un courant de CO? dans le liquide, puis on centrifuge. 
On effectue trois lavages & l’eau distillée des stromas, aprés la der- 
niére centrifugation on raméne le culot de stromas au volume de 
15 cm* au moyen d’eau physiologique, on ajoute la sensibilisatrice 
anti-globules rouges de chévre (contact une demi-heure 4 37°). On 
préléve 4 ou 8 cm’ de ces stromas sensibilisés, selon Je cas, on centri- 
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fuge, on rejette le liquide surnageant ; A chaque culot on ajoute 1 cm’ 
d’alexine diluée 4 1/10; on laisse, aprés agitation, une heure a 37° 


; Aprés une derniére centrifugation on recueille les liquides surnageants 


que l’on utilise comme dans l’expérience faite avec les globules rouges 
sensibilisés. I] va sans dire que les liquides résultant de l’action des 
stromas sensibilisés sur l’alexine étaient, comme nous nous en 


sommes assurés, privés de toute action hémolytique sur les globules 
sensibilisés. 


Ces expériences paraissent bien démontrer que l’alexine, en 
tant qu’alexine, n’intervient pas dans le processus d’inactivation 
du C’3 du sérum chauffé par le venin. 

En effet, depuis Brand [9], nous savons que C’1 et C’2 sont fixés 
par les globules sensibilisés. D’autre part, des expériences plus 
récentes de Deissler [10] tendent a montrer que le C’4 se fixe égale- 
ment sur les globules et qu’il se fixe méme en tout premier lieu, 
Yordre de fixation des divers composants étant : C’4, puis 071, 
enfin C’2. Selon cet auteur C’3 resterait libre. Ceci est confirmé 
par L, Pillemer, Seifter, Chu et Ecker [44]. En admettant cette 
opinion, le liquide résultant de l’action sur l’alexine de globules 
rouges ou de stromas sensibilisés aurait perdu trois des quatre 
facteurs de |’alexine; il ne contiendrait plus que C’3. Nous 
avons, d’autre part, vu que C’3 n’intervient pas dans l’action du 
venin sur le sérum chauffé. I] semble donc que le facteur effectif 
ne puisse étre assimilé a ]’un quelconque des composants thermo- 
labiles ou stables de |’alexine. 


Exprrience 7. — En ce qui concerne ces derniéres expériences, 
ainsi que l’expérience au cours de laquelle nous avons utilisé de 
Valexine fraiche privée de C’3 comme facteur favorisant |’inacti- 
vation de celle-ci par le venin, on pourrait objecter que, en réalit¢, 
le facteur favorisant n’est pas C’3 mais une substance résultant 
de l’action du venin sur C’3, résultant de la destruction de ce C’3. 

Or, outre le chauffage a 56°, il existe une autre méthode empé- 
chant l’inactivation du C’3 par le venin de cobra. En effet, déja 
Omorokow (loc. cit) constate qu’une réaction acide du milieu 
empéche cette action. Nathan ensuite (loc. cit.) mentionne que 
Yalexine, traitée par l’acide chlorhydrique, devient insensible a 
action inactivante du venin de cobra. Misawa (loc. cit.) retrouve 
le méme effet. Pour obtenir une telle alexine il suffit de mélanger 
1 em? d’alexine fraiche a 0,5 cm* d’une solution d’acide chlorhy- 
drique N/20, solution établie en eau physiologique. Aprés séjour 
d’une heure a 37°, on neutralise en ajoutant 0,5 cm® d’une solu- 
tion N/20 de NaOH, établie également en eau physiologique. 


Préparons trois tubes d’alexine traitée par l’acide chlorhydrique , 
ajoutons au premier 0,6 cm* d’eau physiologique ; au second 0,2 cm® 
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d’eau physiologique et 0,4 cm® de la solution de venin ; enfin au troi- 
siéme 0,2'cm? d’alexine fraiche et 0,4 cm* de solution de venin. 

Aprés séjour de une heure quinze a 387°, nous titrons le pouvoir 
alexique de ces trois mélanges, el, comme nous avons pris, pour cette 
expérience, de l’alexine et non du sérum chauffé, nous n’ajoutons pas 
a ces titrages de l’alexine traitée par le venin. Nous constatons alors que 
le pouvoir hémolytique, pour les globules rouges sensibilisés, des trois’ 
liquides est resté sensiblement égal. Nous pouvons donc confirmer les 
constatations d’Omorokow, de Nathan et de Misawa : le venin 
n’attaque pas l’alexine traitée par l’acide chlorhydrique. Comme celui 
du sérum chauffé, le C’8 de cette alexine reste intact. Nous pouvons 
ajouter cependant que l’alexine, traitée par l’acide chlorhydrique neu- 
tralisé aprés une heure A 37°, différe du sérum chauffé 4 56° par le 
fait que méme l’addition d’alexine fraiche ne permet pas au venin 
d’inactiver son troisitéme composant. 


Expirience 8. — Cet essai préliminaire achevé, examinons a 
présent le sort du C’3 dans un complexe formé de sérum chauffé, 
de venin et de traces, non pas d’alexine fraiche, mais d’alexine 
traitée par l’acide, insensible donc aA J’action du venin. Cette 
expérience est réalisée en ajoutant 4 1 cm* de sérum chauffé, 
0,4 cm* de solution de venin de cobra en solution 4 1/6 p. 100 
el 0,2. cm* d’alexine traitée par l’acide chlorhydrique. Un tube 
témoin est constitué de fagon analogue, en remplacant |’alexine 
traitée par l’acide par 0,2 cm* d’eau physiologique. 

Nous constatons que le C’3 du sérum chauffé est inactivé tout 
aussi bien dans le mélange ot le facteur « adjuvant » est repré- 
senté par ]’alexine traitée. par Vacide chlorydrique que dans celui 
ou il est constitué par lalexine ordinaire. 

Ainsi Valexine dont le C’3 a été rendu insensible a l’action du 
venin peut parfaitement contribuer a la disparition de ce C’3 dans 
le mélange de sérum -chauffé et de venin. Le facteur favorisant ne 
peut donc étre un produit résultant de la destruction du C’3 de 
Y’alexine par le venin. 

L’adsorption spécifique de l’alexine par un antigéne sensibilied 
(globules rouges ou stromas) ne permettant pas, comme nous 
avons vu, d’éliminer le facteur favorisant, nous avons tenté des 
méthodes d’adsorption non spécifiques. 

Le phosphate tricalcique [412] n’adsorbe que faiblement ]’alexine 
tout en s’emparant énergiquement, méme A faible dose,’ du séro- 
zyme et de la thrombine. 

Divers auteurs ont cherché a rapprocher les phénoménes 
alexiques des processus de coagulation sanguine. C’est ainsi que 
Fuchs [43] identifie le C©’1 de Valexine a la_ prothrombine, 
Horino [44] conclut a Videntité du C’1 et de la thrombine ; ce qui 
est en contradiction avec les recherches de J. Bordet. L’opinion 
de Fuchs est battue en bréche par Bancoft, Quick et Stanley 
Brown [45] et A. J. Quick [46]. Ce dernier auteur a notamment 


a 


ACTION DU VENIN DE COBRA SUR L’ALEXINE 459 


remargqué que la créme d’hydroxyde d’alumine n’enléve ni 
l’alexine ni la thrombine, mais bien la prothrombine. 

Nous n’interviendrons pas dans cette discussion, nous retien- 
drons le fait que le phosphate tricalcique adsorbe la thrombine 
(et le sérozyme), et, aux doses employées par Bordet et 
Delange [47] fort peu d’alexine. 


Expérience 9. — La thrombine du sérum alexique intervien- 
drait-elle dans l’action du venin sur le sérum chauffé ? 

Nous avons adsorbé le sérum alexique en le mélangeant A rai- 

son de 0,5 cm* a 2,5 cm* d’eau physiologigque et a 2 cm® de la 
suspension de phosphate tricalcique préparée selon la méthode 
de J. Bordet. L’alexine est donc finalement diluée au 1/10. Ce 
mélange séjourne une demi-heure a 37° puis on centrifuge et on 
recueille le liquide surnageant. Un titrage de celui-ci nous 
montre que l’alexine a été complétement adsorbée. Nous avons 
a vrai dire, utilisé des quantités de phosphate tricalcique trés 
élevées par rapport 4 celles employées par Bordet et Delange. 
Tout pouvoir alexique ayant disparu, a4 plus forte raison doit-il 
en étre de méme de Ja thrombine. 

Munis de ce liquide surnageant nous essayons selon le schéma 
usuel son effet sur la réaction venin-sérum chauffé.-Nous consta- 
tons alors que ce liquide a des propriétés tout a fait comparables 
a celles de l’alexine non adsorbée, diluée également au 1/10. 


Expérience 10. — Si nous étudions la teneur en composants 
thermostables du liquide obtenu en faisant agir sur |’alexine le 
phosphate tricalcique nous constatons qu’il a perdu la majeure 
partie du C’3 mais qu’il a gardé C’4. 


Etablissons en effet une série de tubes contenant tous 0,20 cm® 
d’alexine traitée par le phosphate, et ajoutons-y, soit des quantités 
décroissantes d’alexine traitée par le venin de cobra, soit des quantités 
décroissantes d’alexine traitée par l’ammoniaque. Nous constatons, 
aprés incubation avec des globules rouges sensibilisés, que le mélange 
alexine-venin plus liquide d’adsorption n’est presque plus hémo- 
lytique, tandis que le mélange alexine-ammoniaque plus liquide 
d’adsorption l’est encore. 


Nous devons cependant faire observer que ce liquide d’adsorp- 
tion ne récupére pas son activité hémolytique par addition de 
sérum chauffé, ainsi que nous le montre une troisiéme série. 

Le phosphate tricalcique a done éliminé, outre la majeure partie 
du C’3 un ou les composants thermolabiles. 

L’action du phosphate tricalcique sur |’alexine semble donc, du 
“moins en ce qui concerne les composants thermostables, rappro- 
chable de celle du venin de cobra, des suspensions de levure ou 
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des suspensions microbiennes, mais elle s’en distingue par son 
action sur la partie thermolabile. 


ExprRIENce 11. — Des deux fractions thermolabiles de l’alexine, 
c’est surtout la fraction C’l qui est adsorbée par le phosphate 
tricalcique. 


Préparons deux séries de tubes contenant tous 0,20 cm* d’alexine 
adsorbée par le phosphate tricalcique et diluée au 1/10. Ajoutons a l’une 
de ces séries des quantités décroissantes d’une solution de C’2 de 
l’alexine ; & l’autre des quantités décroissantes d’une solution de C’l. 

Ces deux fractions d’alexine ont été obtenues par action d’un cou- 
rant de CO? sur l’alexine diluée en eau distillée (voir expérience 4). 


C’est en ordre principal l’addition de C’1 qui fait récupérer 
a l’alexine son pouvoir lytique pour les globules rouges sensi-- 
bilisés. 


ExpbRIENCE 12. — Cependant, comme il est facile de s’en 
assurer, alors que le venin de cobra, pas plus que les suspensions 
de levure ou de microbes n’enlévent le C’3 du sérum chauffé, la 
suspension de phosphate tricalcique l’élimine parfaitement. 


Ajoutons a 0,5 cm® de sérum chauffé a 56°, 2,5 cm d’eau_ physio- 
logique et 2 cm*® de phosphate tricalcique ; un second tube témoin 
contient 0,5 cm* de sérum chauffé plus 4,5 cm® d’eau physiologique. 

On porte ces tubes 4 37° pendant une demi-heure, puis on centri- 
fuge le tube contenant le phosphate. On recherche ensuite la teneur 
en C’3 du liquide surnageant, ainsi que celle du tube témoin. On 
constate 1’élimination du C’3 par le phosphate tricalcique. 


EXPERIENCE 18. — Outre le phosphate tricalcique, nous avons 
utilisé, comme adsorbant de |’alexine ’hydroxyde de magnésium. 


On prépare celui-ci en ajoutant goutte A goutte une solution 
d’ammoniaque a 20 p. 100 4 100 cm? d’une solution de chlorure de 
magnésium également a 20 p. 100. On obtient ainsi un fort précipité 
blanc que l’on lave a l’eau distillée par centrifugations successives 
jusqu’a réaction négative de la derniére eau de lavage avec le réactif 
de Nessler. On lave une derniére fois a l’eau distillée, le culot est 
resuspendu dans 10 cm* d’eau physiologique. 

Mélangeons 1 cm® d’alexine et 1 cm’ de la suspension d’hydroxyde 
de magnésium, laissons séjourner une heure a 37° ; centrifugeons et 
étudions la teneur en C’3 et en C’4 du liquide surnageant. Ajoutons, 
a des séries de tubes contenant tous 0,20 cm* d’alexine adsorbée par 
l’hydroxyde de magnésium, des quantités décroissantes soit d’alexine 
privée de son C’3, soit des quantités décroissantes d’alexine privée de 
son C’4, soit des quantités décroissantes de sérum chauffé A 56°. Nous 
constatons que l’alexine, privée de C’3 ou de C’4, restitue A l’alexine 
traitée par l’hydroxyde de magnésium et diluée a 1/10 toute son acti- 
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vite ; le sérum chauffé en est incapable. Par conséquent, cette alexine 
adsorbée n’a perdu ni C’S ni C’4, mais bien un ou les deux composants 
thermolabiles. 


_En réalité il est facile de démontrer que l’hydroxyde de magné- 
sium adsorbe uniquement la fraction C’l : il suffit de remplacer 
par de ]’alexine adsorbée par de l’hydroxyde magnésique |’alexine 
adsorbée par le phosphate tricalcique de l’expérience 11. L’addi- 
tion de C’2 de Valexine 4 l’alexine adsorbée par l’hydroxyde n’a 
aucun effet, l’addition de C’1, au contraire, lui fait récupérer son 
pouvoir hémolytique pour les globules rouges sensibilisés. 


EXPERIENCE 14. — L’examen du liquide résultant du contact de 
Valexine et de l’hydroxyde de magnésium nous montre que le fac- 
teur qui favorise l’action du venin sur le sérum chauffé a été 
adsorbé, 


Ajoutons 0,4 cm® d’alexine adsorbée et diluée 4 1/10 A un mélange 
de 1 cm® de sérum chauffé & 56° et de 0,4 cm# de solution de venin 
a 1,6 p. 100. 

A un second mélange identique nous ajoutons 0,4 cm? d’alexine 
non adsorbée et diluée 4 1/10. A un troisitme mélange nous ajoutons 
0,4 cm* d’eau physiologique. Aprés un séjour de une heure quinze 
a 37° on titre la teneur en C’3 de ces trois mélanges. Le premier tube 

et le troisiéme ont conservé celui-ci, le second 1’a perdu. 


Exptrience 15. — Un autre adsorbant non spécifique nous a 
donné des résultats semblables : la gélose. 


Prenons deux tubes contenant chacun 1 cm* d’alexine fraiche. A 
l’un des deux ajoutons 0,2 cm® d’un gel 4 0,5 p. 100 de gélose en eau 
physiologique (c’est le produit utilisé pour la préparation de ]’anaphy- 
latoxine selon la méthode de J. Bordet) [48], A l’autre ajoutons 
0,2 cm® d’eau physiologique. Aprés une heure quinze 4 37° centri- 
fugeons le tube contenant l’alexine gélosée, recueillons le liquide sur- 
nageant. Celui-ci a perdu tout pouvoir alexique. 


ExprérieNce 16. — Eprouvons ensuite l’action de ce liquide 
surnageant sur la réaction venin-sérum chauffé, par la méthode 
usuelle. Le mélange d’alexine traitée par la gélose, de venin et 
de sérum chauffé a conservé son C’3. 

Fuchs estime pouvoir identifier le C’1 de Ferrata avec la pro- 
thrombine. 

Les propriétés anticoagulantes de l’héparine résulteraient de 
sa capacité de fixation de la prothrombine, ou dans une certaine 
mesure, de Ja thrombine. 

Certains phosphatides, comme la céphaline, également le cyto- 
zyme, neutraliseraient l’action de l’héparine et libéreraient la pro- 
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Tasteau 1V. — Partout 0,20 cm® d’alexine traitée par le venin 
et diluée au 4/10. 


MFLANGE 4 MELANGE 2 MELANGE 3 
1 cm$ sérum 4 cm’ sérum 4 cm? sérum 
oi cat nie cadens, chauffé 
a 1/6 p. 100 0,4 cm® venin 0,4 cm’ venin 
0,4 cm3 alexine a 1/6 p. 100 a 1/6 p. 100 
adsorbée 0,4 cm? alexine ; : 
gélose et diluée non adsorbée 0 om 7 
au 1/10 diluée au 1/10 |Eau physiologique 
re ea ot 
Diluée 1/2, 0,20 cm*®.. . PC PO C 
Diluéé 1/2, 0,145 cm*... PC 0 C 
Diluée'4/2, 0,40 cm*... PC 0 Cc 
Diluée 1/20, 0,50 cm? . . PC 0 C 
Diluée 1/20, 0,25 em* .. . INC 0 INC 
Diluée 1/20, 0,45 cm*® . PC 0 PO 


thrombine. L’action empéchante de Vhéparine sur |’hémolyse 
alexique serait donc due 4 sa capacité de fixation du C’1 — pro- 
thrombine. 

Mais Enrique, E. Ecker et P. Gross [49] auraient constaté que 
Valexine inactivée par |’héparine pouvait étre réactivée par du 
sérum chauffé a 55°; ce qui exclut tout apport de fraction ther- 
molabile telle que C’l. Il y aurait également réactivation par . 
de l’alexine traitée par l’ammoniaque, mais pas par de |’alexine 
traitée par le venin de cobra. 

Or, ces deux derniers produits contiennent tous deux C’l, qui, 
selon Fuchs serait absent ou inactif. dans l’alexine héparinée ; 
ils devraient donc, tous deux, si l’opinion de Fuchs est exacte, 
rendre a l’alexine héparinée ses_propriétés hémolytiques. Ce 
serait done plutét, selon Ecker et Gross, C’3 qui serait détruit ou 
bloqué par |’héparine. 

F. Klopstock [20] considére que cette opinion de Ecker et Gross 
nest pas justifiée. Cet auteur signale également, en s’en référant 
a Ecker et Gross, que l’alexine ‘inactivée par V’héparine est réac- 
tivée par du sérum de cobaye ou du sérum humain chauffé a 56°. 
On ne trouve cependant pas dans le mémoire de Klopstock de 
protocole relatif 4 ces expériences. Selon lui ’héparine se fixe- 
rait sur le sérum chauffé au lieu d’inactiver les protéines de 
l’alexine. D’autre part, le sérum traité par l’ammoniaque, serait 
capable de neutraliser les groupements acides de l’héparine. 
L’alexine privée de son C’4 par de faibles quantités d’ammo- 
niaque, est on le sait, neutralisée avant usage, par une quantité 
équivalente d’acide chlorhydrique ; elle est done incapable de 
neutraliser les groupements acide de Vhéparine. Quant a la soi- 
disant action réactivante du sérum chauffé a 56°, il est difficile 


ACTION DU VENIN DE COBRA SUR L'ALEXINE 463 


d’admettre Vhypothése de Klopstock, si l’on se rappelle que 
Valexine privée de son C3 ne réactive pas l’alexine héparinée. 

L’apport en protéine étant sensiblement le méme dans les deux 
cas (action du venin ou de l’ammoniaque), dans les deux cas 
également l’héparine devrait étre déviée de son action anti- 
alexique par fixation sur ces protéines additives, 4 moins que l’on 
admette que l’avidité des protéines du sérum chauffé pour l’hépa- 
rine ful plus grande que celle des protéines de ]’alexine traitée 
par le venin, ce qui est peu vraisemblable. 


Expirience 17. — L’hypothése de Klopstock parait d’ailleurs 
superflue ; en réalité nous n’avons jamais réussi a réactiver par 
du sérum chauffé Jlalexine héparinée. L’addition d’alexine 
traitée par le venin de cobra et surtout d’alexine traitée par 
Pammoniagque nous a donné réguliérement une réactivation. 
L’héparine n’agit donc nullement sur un composant thermostable, 
mais bien sur un composant thermolabile de |’alexine. 


On prépare une solution d’héparine en eau physiologique A raison 
de 20 milligrammes de produit pour 5 cm? d’eau. On ajoute 1 cm? 
de cette solution 4 1 cm® d’alexine, ce mélange est porté'a 87° au 
bain-marie pendant une heure. On dilue ensuite au 1/10 cette alexine 
héparinée et on en introduit 0,20 cm® dans trois séries de tubes. A la 
premiére série on ajoute du sérum chauffé a 56°, a la deuxiéme de 
l’alexine traitée par le venin de cobra, A la troisiéme de 1]’alexine 
traitée par l’ammoniaque ; le tout en quantités décroissantes. Aprés 
addition de globules rouges sensibilisés et séjour au bain-marie a 37° 
on constate que seules les deuxiéme et troisiéme séries présentent de 
Vhémolyse. 


L’héparine ne lése donc ni le C’3 ni le C’4, ce que confirme 
Vabsence de réactivation par le sérum chauffé. Son action sur 
l’alexine est A rapprocher de celle de l’hydroxyde de magnésium, 
comme celui-ci, elle agit sur composant thermolabile. 

Séparons a présent la fraction C’1 et la fraction C’2 de l’alexine. 
Nous utilisons a cet effet la méthode classique de la dilution de 
lalexine en eau distillée, accompagnée de barbotage de COQ,. 

Ajoutons a de l’alexine héparinée, soit l’une, soit l’autre de ces 
fractions, en dilutions décroissantes. En aucun des deux cas nous 
n’obtenons un mélange doué de propriétés hémolytiques. L’hépa- 
rine agit donc a la fois sur les deux fractions thermolabiles, et 
non pas uniquement sur C’l comme le pense Fuchs. Cette conclu- 
sion n’infirme en aucun cas l’hypothése de Fuchs concernant 
Videntité de C’1 et de la prothrombine. C’est une controverse dont 
nous ne nous sommes pas occupés ici. 

L’alexine héparinée, diluée au 1/10 et ajoutée a raison de 
0,4 cm? A un mélange de 1 cm* de sérum chauffé a 56° et de 
0,4 cm? de solution a 1/6 p. 100 de venin de cobra, permet parfai- 
tement l’inactivation du C’3 de ce sérum chauffé. 


f 
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Le principe thermolabile favorisant linaclivation du C’3 est 
done indépendant des fonctions 0’1 et C’2 de l’alexine. f 


Expirience 18. — On sait depuis longtemps que l’alexine 
diluée au 1/10 est inactivée quant on la secoue a la température 
de 37° [24]. Le sérum ainsi traité est plus ou moins trouble ; il 
est réactivé par l’addition de C’1 ou C’2. Ces résultats ont été 
confirmés par Ritz [22] et par Courmont et Dufour [28]; ces der- 
niers auteurs ont altribué un role 4 la composition chimique de 
l’atmosphére dans laquelle était agitée l’alexine. Noguchi et 
Bronfenbrenner ont étudié l’action de la température a laquelle 
se fait l’agitation [24]. P. Schmidt et Liebers [25] n’ont pas remar- 
qué l’influence de la composition chimique de ]’atmosphére (air, 
azote, hydrogéne) sur l’inactivation de |’alexine. Kashiwabara [26] 
a pu réactiver du sérum secoué en y ajoutant du sérum chauffé, 
mais déclare lui-méme que ses résultats sont inconstants ; il ne 
peut donc affirmer avec certitude, dit-il, qu’il y a inactivation 
du C’3 H. Schmidt [27] est également d’avis que la composition 
du gaz en présence duquel a lieu |’agitation n’a aucune impor- 
tance. L’inactivation serait progressive ; au premier stade C’l 
réactiverait encore, ensuite n’agirait plus que C’2 et le sérum 
chauffé & 56°, finalement une agitation prolongée de l’alexine la 
rendrait totalement inactivable. 


Diluons 1 cm® d’alexine dans 9 cm? d’eau physiologique et répar- 
tissons ce liquide dans trois tubes a essai ordinaires A raison de 3 cm 
par tube. Scellons ces tubes au chalumeau, portons-les, en les calant 
convenablement, dans un flacon « thermos » contenant de l’eau a 87° ; 
agitons le tout sur une machine & secouer. Nous prélevons un tube 
aprés une demi-heure, une heure, une heure et demie d’agitation et 
nous titrons le pouvoir alexique des liquides, en les comparant a un 
tube témoin maintenu 4 37° et contenant de l’alexine 4 la méme dilu- 
tion, mais non secoué. On constate ainsi qu’aprés une heure Gd’agita- 
tion l’alexine est complétement inactivée. 


ExpERIENCE 19. — Cette alexine secouée pendant une heure a 
été utilisée ensuite, comparativement a de l’alexine ordinaire, pour 
activer la destruction du C’3 du sérum chauffé par le venin. On 
constate méme qu’aprés une heure trente d’agitation cette alexine 
agit avec la méme intensité que l’alexine non secouée. 

Remarquons que, contrairement aux résultats, d’ailleurs incons- 
tants, de Kashiwabara et de Schmidt, nous ne sommes pas 


parvenus a réactiver l’alexine secouée en ajoutant du sérum 
chauffé a 56°. 


EXPERIENCE 20. — A des séries de tubes contenant 0,20 cm? 
de sérum chauffé 4 56° et dilué au 1/10 ajoutons des quantités 
décroissantes d’alexine secouée une demi-heure, une heure, une 
heure et demie ou d’alexine non secouée. 
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Alors que Valexine secouée une demi-heure conserve encore, 

a elle seule, une action hémolysante a vrai dire bien faible, 

addition de sérum chauffé ne l’augmente presque pas. L’agi- 

tation de l’alexine a donc pour effet de détruire un des deux 

| composants thermolabiles de Jlalexine, ou les deux, plutot 

que ses composants thermostables. C’est ce qui découle des résul- 

tats obtenus en mélangeant a de l’alexine secouée pendant 

une heure, soit de l’alexine traitée par le venin, soit de |’alexine 

traitée par l’ammoniaque. Dans les deux cas, le mélange récupére 

. _ les propriétés alexiques dont ses deux constituants séparés étaient 
privés. L’alexine secouée recéle donc a la fois C’3 et C’4. 


| EXPERIENCE 21. — L’alexine exposée aux radiations ultra-vio- 
lettes est rapidement inactivée. Le sérum ainsi obtenu conserve- 
-il1 sa propriété de favoriser la destruction du C’3 du sérum 
chauffé ? 


Nous avons utilisé une lampe 4 vapeur de mercure, fonctionnant 
sous une tension de 110 volts, avec ampérage de 2,8 ampéres. Le godet 
contenant de ]’alexine en couche mince se trouvait a 15 cm. de dis- 
tance de l’ampoule et était refroidi par de la glace. Nous avons pré- 
levé de vingt en vingt minutes, jusqu’} une heure 20, des prises 
d’essai d’alexine et nous avons ainsi pu suivre la marche de sa des- 
truction. Dans les conditions expérimentales ot nous nous étions 
placés, l’alexine irradiée vingt minutes et diluée ensuite au 1/10 donnait 
& raison de 0,50 cm*® une hémolyse presque compléte des globules 
sensibilisés, avec 0,25 cm® elle est incompléte, avec 0,15 cm® presque 
nulle, enfin avec 0,10 cm® il y avait absence totale d’hémolyse. Aprés 
quarante minutes l’alexine n’avait plus aucune action. 


ExpPERIENCE 22. — Une partie de chaque prélévement d’alexine 
a servi a l’étude de son action sur la destruction du C’3. 


Tasteau V. — Partout 0,20 cm* d’alexine traitée par le venin 
ét diluée au 41/40. 
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L’examen du tableau nous indique que sous influence des 
radiations ultra-violettes, l’alexine perd progressivement toute 
action sur la destruction du 0’3. La perte de cette action est paral- 
léle A la perte du pouvoir alexique. Deux facteurs physiques, le 
chauffage et les rayons ultra-violets agissent done dans le, méme 
sens. 


Expérience 23. — Cependant, alors que, bien entendu, le chauf- 
fage 4 56° n’altére pas le C’8, Virradiation détruit ce méme compo- 
sant assez rapidement. 

Il est aisé de s’en rendre compte, en se servant, selon la tech- 
nique usuelle, d’alexine traitée par le venin comme réactif pour la 
détection de l’absence du C’8. 

On peut ainsi par l’addition A cette alexine-venin de préléve- 
ments successifs d’alexine irradiée, constater la destruction pro- 
gressive du C’3 ; les rayons ultra-violets ont sensiblement la méme 
action sur le C’3 du sérum chauffé a 56°. 

Le chauffage 4 56°, nous l|’avons vu, rend le sérum de cobaye 
insensible 4 action du venin de cobra. 

Une autre méthode permet d’obtenir ce méme résultat. 

A. F. Coca [28] a constaté en effet qu’une solution hypertonique 
de chlorure de sodium inhibait le pouvoir inactivant du venin de 
cobra : aprés quatre heures d’étuve 4 37° un mélange de 1 cm? 
d’alexine et de 0,5 cm® d’une solution 4 1,6 p. 100 de venin de 
cobra dans une solution 4 5 p. 100 de chlorure de soude n’avait 
perdu que la moitié de son pouvoir alexique. 


EXPERIENCE 24. — Nous avons préalablement confirmé les 
résultats de Coca. 


Ajoutons, & 1 cm® d’alexine fraiche, 0,4 cm* d’une solution de venin 
de cobra dilué 4 1/6 p. 100 en solution de chlorure sodique a 4 p. 100 
et 0,6 cm? d’une solution 4 4 p. 100 de chlorure sodique. 


Tasieau VI. 


MBLANGE 4 MELANGE 2 MELANGE 3 
1 cm’ alexine 1 cm$ alexine 1 cm$ alexine 
0,4 cm’ venin 0,4 em’ venin 0,4 cm? venin 
1/6 p. 100 1/6 p. 100 1/6 p. 100 
en solution salée en solution en solution glucosée 
4p 100 physiologique 24 p. 100 
0,6cm% solution salée 0,6 em’ 0,6 cm? solution 
4p. 100 eau physiologique | glucosée 24 p. 100 
Diluée 1/2, 0,20 cm? . C PO C 
Diluée 1/2, 0,45 cm? . C 0 ¢c 
Diluée 1/2, 0,10 cm’ . PC 0 INC 
Diluée 1/20, 0,50 cm? . INC 0 PO 
Diluée 1/20, 0,25 cm? . 0 0 0 
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» Ajoutons (tube témoin) & 1 cm d’alexine fraiche 0,4 cm? d’une 
solution en eau physiologique de venin A 1/6 p. 100 et 0,6 p. 100 d’eau 
physiologique. Enfin un troisitme tube contient 1 cm? d’alexine, 
0,4 cm*® d’une solution de venin 4 1/6 p. 100, établie en solution glu- 
cosée 4 24 p. 100 et 0,6 cm® d’eau physiologique glucosée A 24 p. 100. 

Ces trois tubes sont laissés 4 37° pendant une heure quinze, on titre 
ensuite le pouvoir alexique des trois liquides. 


On constate alors que le liquide du tube témoin, ot J’action 
du venin sur l’alexine s’est passée en milieu isotonique a été 
inactivé ; le venin de cobra agissant en milieu hypertonique salé 
ou glucosé, n’inactive pas le C’3 de l’alexine fraiche. 


EXPERIENCE 25. — La destruction du C’3 du mélange de sérum 
chauffé, de venin et de iraces d’alexine est-elle également 
empéchée par les solutions hypertoniques ? 

L’expérience suivante nous permet de répondre affirmativement. 


Préparons 4 tubes contenant chacun 1 cm? de sérum chauffé a4 56°. 

Au premier, ajoutons 0,4 cm* de solution de venin a 1/6 p. 100'en 
solution de chlorure de sodium a 4 p. 100, 0,4 cm? d’alexine diluée 
au 1/10 également en solution de NaCl a 4 p. 100 et 0,2 cm® de solution 
de NaCl a 4 p. 100. 

Au deuxiéme tube ajoutons les mémes quantités de venin et 
d’alexine mais en solution en eau physiologique, ainsi que 0,2 cm®* 
d’eau physiologique. 

Au troisiéme:-tube ajoutons 0,4 cm de venin 4 1/6 p. 100 en eau phy- 
siologique et 0,6 cm*® d’eau physiologique, enfin au quatriéme tube 
1 cm* d’eau physiologique. 


Aprés le séjour habituel 4 37°, le titrage de la teneur en C’3 
nous montre que celui-ci a complétement disparu du tube 2 (venin 
et alexine en solution en eau physiologique) ; il est, au contraire, 
resté intact dans le tube 1 ot! ces mémes substances étaient diluées 
en solution hypertonique. Bien entendu le C’3 n’est pas altéré 
non plus dans les tubes témoins 3 et 4. 


ExprrienceE 26. — Nous avons également fait quelques 
recherches sur l’influence, sur l’alexine, en ce qui concerne le 
phénoméne qui nous occupe, de la dessiccation, suivie, dans cer- 
tains cas, d’extraction par divers solvants des graisses. 


On desséche rapidement dans le vide, en présence d’acide phospho- 
rique, 20 cm® d’alexine. 
_, On obtient une poudre dont 70 mg. correspondent 4 1 cm? d’alexine 
primitive. On prépare trois tubes contenant chacun 70 mg. de poudre, 
on ajoute au tube 1, 10 cm? d’éther ; au tube 2, 10 cm® d’alcool ; au 
tube 3,'10 cm® d’acétone. : 

Aprés séjour de deux jours dans la glaciére on filtre les trois liquides, 
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on recueille la poudre alexique déposée sur les papiers filtres, on la 
séche et on la remet en solution en eau distillée. 

On remet de méme en solution 70 mg. d’alexine desséchée mais 
n’ayant pas subi d’extraction. 


Si nous titrons le pouvoir alexique de ces diverses solutions 
nous pouvons noter que la poudre d’alexine extraite par l’acétone 
ainsi que celle extraite par I’éther, ont conservé un pouvoir 
alexique égal a celui de l’alexine desséchée mais non extraite. 

Au contraire, |’alexine desséchée ayant subi le contact de 
Valcool a perdu tout pouvoir alexique. 

Malgré ces différences le comportement de ces diverses solu- 
tions est identique quand on étudie leur effet sur la réaction du 
venin de cobra sur le sérum chauffé ; toutes ces alexines dessé- 
chées ou desséchées et extraites a l’alcool, ]’éther ou l’acétone, 
contribuent a4 l’inactivation du C’3 du sérum chauffé tout aussi 
bien qu’une solution d’alexine fraiche. 


Tasrrau VII. — Partout 0,20 cm* d’alexine 
traitéé par le vénin ét diluée au 1/10. 
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EXPERIENCE 27. — Peut-on remplacer le sérum frais de cobaye 


par un sérum frais hétérologue, par exemple par du sérum frais 
de cheval? 


Prenons quatre tubes contenant chacun 1 cm® de sérum chauffé de 
cobaye et 0,4 cm* de solution de venin 4 1/6 p. 100, ajoutons au tube 1 
0,4 cm® de sérum frais de cheval, au deuxiéme tube 0,4 cm® de sérum 
chauffé (quinze minutes) de cheval, au troisitme tube 0,4 cm? de sérum 
frais de cobaye et au quatriéme tube 0,4 cm* d’eau physiologique. 


Aprés une heure quinze a 37° le titrage de la teneur en C’3 de 
ces quatre tubes, nous montre que les mélanges des tubes 1 et 3 


ont perdu leur C’8, les tubes 2 (sérum chauffé de cheval) et 4 (sans 
sérum) ont conservé leur C’3. 
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ait wnt “T°7° . . 
L’action sensibilisatrice du sérum frais de cobaye sur la des- 


truction du troisiéme composant n’est donc pas liée a la spécifi- 
cité zoologique. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Il résulte de ces expériences que Je venin de cobra détruit 
le C°3 du sérum chauffé a 56° quand il se trouve en présence de 
petites quantités d’alexine fraiche. 

2° Le sérum frais que l’on ajoute au mélange de venin et de 
sérum chaulfé peut-étre homologue (alexine de cobaye) ou hété- 
rologue (sérum frais de cheval). 

La question de la spécificité zoologique n’intervient done pas 
dans le mécanisme d’inactivation envisagé. 

3° Le facteur adjuvant contenu dans l’alexine se retrouve uni- 
quement dans la fraction C’2 du sérum lors de sa séparation de 
la fraction C’1. 

4° Cependant ce facteur n’est pas identique au C’2 de J’alexine. 

En effet, l’alexine qui a subi le contact de globules rouges ou 
de stromas de globules rouges sensibilisés, et qui a par consé- 
quent perdu son C’2 (ainsi que le C’1) contient encore le facteur 
adjuvant. 

Ni le C’l ni le C’2 ne représentent done le facteur adjuvant. 

5° Une confirmation est donnée par |’étude de |’alexine secouée. 

Celle-ci récupére son activité par addition d’alexine privée de 
son C’3 ou C’4, lagitation atteint done un ou les deux facteurs 
thermolabiles, malgré cela le facteur adjuvant reste intact. 

6° De plus, utilisant comme adsorbant l’hydroxyde de magné- 
sium il est aisé de constater que ce corps élimine la fraction C’l, 
la fraction C’2 restant en solution. 

Or, malgré la présence de cette fraction, le sérum a perdu son 
facteur adjuvant. Il est done possible de séparer le facteur adju- 
vant de la fraction C’2; les deux ne sont pas identiques. 

7° Enfin, l’héparine, qui atteint les deux facteurs thermolabiles, 
ne lése pas le facteur adjuvant. 

Aucun des chainons thermolabiles ne représente le facteur 
adjuvant. 

Examinons a présent les relations de ce facteur avec les frac- 
tions. thermostables, C’3 et C’4. A la rigueur, la constatation que 
la fraction C’l, isolée par le barbotage de CO? ou par précipi- 
tation par le sulfate ammonique ne contient pas de facteur adju- 
vant nous permet déja d’éviter toute assimilation du facteur 
adjuvant avec le C’3. En effet, quand on sépare les fractions C’2 
et C’l de J’alexine, on retrouve le C’3 dans chacune de ces frac- 
tions, la fraction C’1 est méme plus riche en C’3 que la C’2. 

La méme argumentation ne vaut pas pour le C’4, car celui-ci, 
d’aprés Gordon, Whitehead et Wormall accompagne le C’2 lors 
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de sa séparation ; remarquons que ceci est en contradiction avec 
ordre dans lequel agissent les 4 composants. via 

8° Nous avons vu que le sérum frais de cheval peut eee 
Valexine de cobaye; or ce sérum, ainsi que l’a constaté 
Méguro [29] ne contient pas de C’3. 

9° De plus et toujours en ce qui concerne le C’3, les essais 
au moyen d’alexine traitée par l’acide chlorhydrique viennent 
appuyer ces vues. 

Le C’3 de cette alexine n’est pas altaqué par le venin, méme 
en présence d’alexine fraiche, cependant cette alexine renferme 
encore le facteur adjuvant. 

10° L’adsorption de l’alexine par le phosphate tricalcique, qui 
élimine le C’3, tout en conservant le facteur adjuvant, confirme’ 
encore ce qui vient d’étre exposé. 

11° La destruction du C’3 de Valexine fraiche par le venin de 
cobra nous donne un produit contenant le facteur favorisant, 
mais ceci ne fait que déplacer le probléme, le facteur favorisant 
pouvant fort bien ne pas étre le C’3 lui-méme, mais un produit 
résultant de la réaction du venin et du C’3. Cette opinion est 
cependant inexacte, ainsi que le prouvent les expériences faites 
au moyen d’alexine traitée par l’acide chlorhydrique. 

12° En ce qui concerne le C’4, constatons que l’alexine qui est 
privée par action de |’ammoniaque conserve son facteur adju- 
vant. 

Celui-ci ne peut done étre assimilé au C’4. 

13° Les expériences d’adsorption d’alexine par les stromas ou 
les globules rouges sensibilisés nous conduisent.a une conclusion 
identique, si l’on se souvient que Deissler a montré que dans ‘ce 
cas le C’4 se fixe également. 

L’argument utilisé pour le C’3, remplacement de l’alexine par 
le sérum de cheval, peut également servir : le sérum de cheval 
frais ne renferme pas de O’4 [380]. 

En somme, le facteur adjuvant ne s’identifie avec aucun des 
quatre composants de |’alexine. Ce facteur, thermolabile et sen- 
sible aux radiations ultra-violettes, permet-il au venin d’agir sur 
le C’3 selon un mécanisme différent de celui qui entre en jeu lors 
de Vattaque du sérum frais? Cette question n’est pas tranchée ; 
toutefois, nous avons remarqué que la vitesse d’inactivation par 
le venin du C’3 du sérum chauffé est bien plus grande que celle 
du C’3 de l’alexine. 

14° Le facteur adjuvant résiste 4 la dessiccation et a l’extrac- 


tion par l’alcool, l’éther et l’acétone. Il n’agit pas en solution 
hypertonique. 


Nota. — Nous tenons & remercier M. Boquet qui nous a aimablement 
envoyé le venin de cobra utilisé au cours de ces recherches. 
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RECHERCHES SUR LE RUBIDIUM DES PHANEROGAMES 


par MM. Gasriet BERTRAND et Dinizr BERTRAND (1) 


Considérant ]’intérét de plus en plus manifeste présenté par le 
rubidium au point de vue biologique, nous avons entrepris de 
nouvelles déterminations quantitatives de ce métal alcalin chez 
les Végétaux. Nous résumons ici les résultats que nous avons 
obtenus en opérant sur les Phanérogames. 

Dans la nouvelle série, plus importante que la premiére, 
66 échantillons d’organes ou de plantes appartenant a 64 espéces 
de Gymnospermes et d’Angiospermes ont été rassemblés et 
soumis a l’analyse. La plupart ont été récoltés par nous soit 
dans le jardin de l'Institut Pasteur, 4 Paris, soit dans le Bois de 
Meudon, la Forét de Fontainebleau ou en Vendée. Le Gui pro- 
venait de Garches, ot il croissait sur du Robinier (faux-acacia). 
Un certain nombre d’échantillons, représentant des espéces comes- 
tibles, ont été achetés au marché et la plupart des graines ont été 
trouvées dans des magasins spéciaux; le Riz entier ou paddy, 
originaire des Indes anglaises, venait du droguier de Ja Faculté 
de Pharmacie de Paris (2). Les graines de Dattier, extraites par 
nous de fruits tunisiens, ont été lavées et frottées sous |’eau, 
pour en enlever les parties molles, et séchées a l’air libre. Quant 
aux fruits charnus : Raisin, Cerise, Prune, Pomme, Poire, Citron, 
Tomate, Concombre, examinés secondairement en vue d’éva- 
Juations alimentaires, on n’en a analysé que les parties comes- 
tibles aprés élimination, pour tous, des noyaux ou des pépins 
et, en outre, pour le Citron, de la partie corticale. 

D’une maniére générale, les résultats atteints ont, non seu- 
lement étendu, mais confirmé, en ce qu’ils offrent d’essentiel, 
ceux obtenus avec la série des Phanérogames précédemment 
étudiés (3). 

Dans nos premiéres déterminations quantitatives, nous avions 
trouvé de 2 mg. (dans l’orobranche en plein développement et ° 


(1) Un résumé de ce mémoire a paru sous forme de note dans les 
C. R. Acad. Sci., 1946, 222, 423. 

(2) Les plantes ou parties de plantes provenant de l'Institut Pasteur 
ont, dans les tableaux des résultats ci-inclus, leur nom précédé d’un 
astérisque (*) et celles que nous nous sommes procurées dans le com- 
merce ont leur nom précédé d’une croix (+). ’ 

(3) Ces Annales, 1946, 72, 416-424. 
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NOMS DES PLANTES 


ou organes végétaux 


Gy mnospermes, 


Sapin (Abies pectin. D.C.) rameaux 
feuilles.. Gain aie 
Sequoia gigantea [feuilles} oe 


Monocotylédones. 


e 
+ Froment ee sat. Lamck.) 
[epainesi yaw) ese. 
+ Seigle (Secale cer. L.) [graines]. 
Orge des rats (Hord. murin. L.) 
[partie aérienne]. . 
+ Orge carrée (Hord. vulg. ie ) 
fELAURES! terraces Eel tee Awe > 
Daclylis glomerata L. [partie 
aérienne] 
+ Avoine (Avena sat. L. ’) [graines]. 
* Chiendent (Cynod dactyl. Rich.) 
[partie aérienne]. . 
+ Riz (Oriza saliv. L.) [graines]. 
+ Mais (Zea mays L.) [graines!. . 
+ Asperge (Aspar.o/ffic.L )[turion] 
Jone (Juncus effus. L.) ieee 
aérienne| Eo Ade Rie ae 
Lentille d@eau (Lemna min. L. x 
Helodea canadensis Rich. [plante 


PNterOllwert. ok asl es 
Chataignier (Castan. sat. Scop) 
[feuilles]. . 
Houblon (Humul lup. L) ‘[partie 
aérienne| 


Grande ortie (Urtica dioica Ls 
|partie aérienne]. 

Petite ortie (Uré. urens L. ) [partie 
aérienne] . 

Pariétaire (Parite. offic. is ) [partie 
aerieumele sos al. tee erly 

Ricin (Ricin. comm. L Ae delta 

* Euphorbia peplus L. (parle aérienne 
Gui (Viscum ald. L.) (entier] 
-+ Sarrazin (Polyg. fagop. L.) 
[eraimes|.. 
+ Epinard (Spznac. oler. L ) {feuiltes) 

Amaranthe (Amar. retrofl. L.) 
(partie aérienne]. 

Germandrie (Teuc. scorod. ap) 
[partie aérienne] 

Menthe (Mentha rotund. L.) ‘[partie 
aérienne] ..... 

Véronique (Veron. offic. it ) [partie 
VEE IND) Bc oR Gls A, Glaee 


MA‘ 1IERE SECHE 
p- 100 


| 94,8 


CEND#ES 
p 160 


de matiére séche 


K 
en gammes 
de maliére séche 


~l1 
noo ee oe od we 


co 


(at) 
Neier) wwwe we CO 


for) 


Cy 
~~ 
bo 


Wie 
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de matiére séche 
Na 


NOMS DES PLANTES 
ou organes végétaux 


p- 100 
p- 100 
de matiére séche 
RUBIDIUM 
en milligrammes 


4 


MATIERE SECHE 
CENDRES 
K 
en grammes 
par kilogramme 
de matiére séche 
ar kilogramme 
e matiére séche 


——— | | | | 


Linaire (Linar. vulg. Mill.) [partie 
ACTICNME ||P Ameen tua eeun 5,48 ei 0,07 4,7 
*“Cymbalaire (Linar. cymb. L.) 
[partie aérienne). = 2. 6 2% 13,4 | 42,40 25,6 0,74 3 
+ Tomate (Solan. lycop. ) {fruit].| 5,7] 44,70 58,6 0,94 2 
* Morelle (Solan. nagr. L.) [partie 


HETIONNE|" x. — 33) Ae nel eee as 43,6 | 21,40 21,6 0,12 Dea Tl 
Consoude (Symphit. off. L.) {partie 
SOTicnne] trem Alea 20,00 45,5 2,53 24,5 
* Grand liseron (Convolv. sep. L.) 
[partievaérienne]. «2... 27. 43, 9: pdiag 60 50,2 0,48 47,5 
Bruyére (Erica ciner. L.) [partie 
GETIONNE| Srnec carise isnt late 40,52 4,8 4,04 40,0 
Bruyére ordinaire (Calluna vulg. 
Salisb.) [partie aérienne]. . . 3,08 5,3 0,09 10,0 
* Galinsoga parviflora Cavonille) 
[partre aérienne)> 1 0a).0. 4,5 | 48,50 31,0 0,30 41,3 
Centaurée (Cenf. nigra L.) [partie \ 
aérionnel i. costes eee 5,90 16,0 0,08 26,7 
Chanvre d'eau (Bidens tripart. 
L.) [partie aérienne] ..... 414,40 25,4 4,49 25,8 
Millefeuille (Achill. millef. L.) 
(partie“aérienne]. . . 2. . : 8,30 24,8 0,64 48,3 
Armoise (Artem. vulg. L.) [partie 
BOLICHNG] 25 7. ks tae eee aaa 9,89 PRAY, 0,10 8,7 
Gnaphalium uliginosum L. [partie 
ROPIOMNOA recess he a ee 1,59 29) Oa Ga 40,3 
Jacobée (Senec. jacob. L.) [partie 
EV WICENO| Re OLA ooo Ae og t 8,30 24,0 0,17 6,0 
* Erigeron canadensis L.) [partie 
PEPICTINE | RASS | oy vase ee OMe obs 22,4) 44,70 29,8 0,20 25,4 
Chanvrine (Eupator. cannab. L.) 
[partieaérienne]. ... . :\. % 9,22 18,5 0,18 3,9 
Scabieuse (Scab. succ. L.) {partie 
RETICNNE Crm watt aa kc te 6,81 42,5 0,53 | 20,6 
Angélique (Angel. sylvestr.) [partie 
QOTUGRIVe tee ae oe 44,30 28,8 oe 43,8 
Sedum maxim. Hoff (partie aérienne). 8,89; 10,2 0,09 7,6 
+ Concombre (Cucum. sativ. L.) 
fenith® 2Gf ss facet eee 4,4 | 49,50 | 83,9 1,61 47,3 
Epilobe (Epilob. parvift. Sobr.) 
[Partie-acrienne |e: eens 41,25 21,9 0,24 31,8 
+ Pomme (Malus comm. Poir.) 
[frit] oe cae RAS Ol eaaige 6,3 0,03 8,6 
+ Poire (Pirus comm. L.) [fruit] .| 47,8}. 4,84 9,6 0,43 3,4 
Ronce (Rub. frutic.) [partie 
EU ONES) odo o 6 Ful: 5,40 ae 0,16 28,8 
Fraisier (Frag. vesca L.) [partie 
HETICNNE | Osseo er eee Rp. 47,0 0,15 4,6 
Tormentille(Potent. torm. Neck.) 
1) 5. [Pantie Ma crionne simmer oe 6,60 43,9 0.415 46,2 
+ Cerise bigar. (Ceras. av. Moench) 
[TrOity ee re ede 19,6] 4,43 | 42,4 0,45 5,5 
+ Mirabelle (Prun. domest.) [fruit].| 18,6 | 3,38 48,8 0,49 4,2 
+ Abricot (Armer. vulg. Lamark) 
[irpit}: 6 2¢o5. tee memes 16,2] 3,55] 49,8 0,34 8,0 


t 


i! 
RUBIDIUM DES PHANEROGAMES ATS 
re 
= @ iS) oo noo 
Bt pay Wage da eee 
NOMS DES PLANTES ag Ege £2 ome 2EES 
ou organes végétaux g o rare rs Es 223 Bes 
=| s b Pm 
> Sa'8 ag ba 4 ae 8 
2 © he ag ags 
+ Péche (Pers. vulg. Mill.) [fruit].| 12,7] 4,34 48,8 0,30 16,9 
+ Pois (Pisum sat. L.) [graines]. .| 91,0] 3,44 143 0,06 ie 
+ Lentille (Vicia lens C. et G.) j ; 
PURI CB vers Seute tor ctu Meyda OOS sumo Tae) 0,04 4,5 
Ajonc aie nan. Sm.) [partie : J ; 
POLIENNO | akeces els imei Bes 419,70 a) 3 
Oxalide (Oxal. acetos. L.) [partie My na shee 
WORIGUNO pe cn ok: Sl gsy oe Pike ok 40,20 28,8 0,47 6,0 
Vigne (Vitis vinif. L.) [fruits]. .| 16,0] 1,86 7,2 0,09 2,0 
+ Citronnier (Citrus lim. Riss) ; ‘ 
fondocarpel esr) se. 34 ses ee 93) |) 3130 24 2 0,48 6,2 
Millepertuis (Hyper, perfol. L.) ‘ 
ee aerrenive) eee ate 4,90 O58 0,05 3,9 
Helodes palustris Spack [partie 
SOTIONNG | comma May 2) wees. 9,10 25,2 5,50 46,5 
* Compagnon blanc (Lychn. dioic. 
L.) [partie aérienne] .... . 44,4) 43,75 49,0 0,34 25,4 
Violette d. chiens (Viola can. L.) 
[partie aérienne|).2 5 =, . 20m INO, 24 30,9 0,44 14,2 


Cresson (Nasturt. off. R. Br.) 
ftivessrieuilles|*. if. es). 


+ Colza (Brass. nap. v. oletf. DC.) 
FORAINOS Rs, hee tee o-Ren S atk 93,4] 2,06 9,5 0,05 29,8 

+ Chou-fleur (Brass. oler. L.) [inflo- 
PESCENCOl ia eee care betas 9,0)| 8 \73 34,2 OF 3d 17,4 

+ Chou (Brass. oler. L.) [feuilles 
SRLELMESI|E tre ep yesieee Whee or usl ns 8,9 | 41,40 20,8 2,59 8,6 

+ Chou (Brass. oler, L.) {feuilles 
ereearmed 8 tS tte rei ee 7,0} 9,50 30,5 Sd 47,6 

+ Moutarde bl. (Sinap. ald. L.) 
eebeyercyl\" AMEND eae are eae ANE Caan 93,5] 4,96 Me ii 0,04 43,5 
+ Radis (Raphan. sativ.L.) [graines}.| 96,4 | 4,10 Ts 0,08 494 

Clématite (Clemat. vitalb. L.) 
sipartie.aérienne] 0. co... 9,20 23,8 0,410 4,9 


dans les feuilles du Lis ordinaire) 4 81 mg. (dans la partie 
aérienne fleurie du Colza).Les nouveaux dosages ont porté ces 
limites 4 1 mg, pour la plus basse (dans le noyau de datte) et 
a 98,5 mg. pour la plus élevée (dans le Joncus effusus, récolté 
4 la floraison). Les proportions de rubidium contenues dans les 
diverses parties des plantes phanérogames peuvent done varier 
a peu prés de 1 a 100 mg. par kilogramme de matiére séche. En 
fait, la moilié environ reste comprise entre 15 et 30 mg. et les 
teneurs extrémes sont exceptionnelles : elles descendent rarement 
au-dessous de 5 et ne dépassent pas souvent 40 mg. La moyenne 
peut étre considérée, en premiére approximation, comme voisine 
de 20 mg. 

La conclusion la plus importante que |’on puisse tirer de ces 
nouvelles expériences est que, cette fois encore, le rubidium a 
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été rencontré dans toutes les plantes ou dans toutes les parties 
des plantes étudiées. 

En rapprochant les derniers résultats des précédents, ce qui 
permet de comparer 134 échantillons de plantes et d’organes 
végélaux appartenant a 120 espéces de Phanérogames, on peut 
faire, en oulre, quelques observations particuliéres assez intéres- 
santes. 

En fixant tout d’abord son attention sur les plantes, cultivées 
ou spontanées, récoltées dans le jardin de I’Institut Pasteur, 
c’esi-a-dire développées 4 peu prés dans le méme sol, on observe 
que la teneur en rubidium varie trés largement avec l’espéce. Il 
a été obtenu, en effet, en allant de la plus pauvre a la ies riche 
de celles-ci, les résultats suivants : 


Rb 
NOMS DES PLANTES par kilogramme sec 
en milligrammes 

SOUC si ger 6 Sel Ue ee oe Rae ay RAE Rae Besa ee 6,2 
Sofa ee ek leet Ae yea ac Ba Oe gk ie eee 8,4 
PIVOING his ge Ss ees ae el eck ee ee Se eae 9,4 
Galinsogads 2% FNS sc Gat 6 Sak Bier reat aetna oom 1153 
Chiendent is Aa ec 2 ee on ee as a oer conser 41,8 
Mats 20% wae es odds usc gee scree, he ee eae ee aya) 
Mauve (a feuilles rondes)...... Foie s. SOP Aa Ee yee 16,0 
Grand vliseron t>...cr cn 85, eh te Sse eee ee ee A7,5 
Buphorhe., (ps: Skye ss “sed oh oe cle Oy a pet eee ee en ee 24,2 
Cheéliddine. aie RS Peo Bee eee 22,0 
MOVE ers) sa iedeip eels owt gs SP Lik, ee oie I Cm ar ee | 
Compagnon\blane: = iG. 0S x. & ies Bes ce eeu eee 25,4 
DRO 5 og lo. Glo Obes oO One rie iy Spalnen eigS, ce eeme eae aE 25,4 
Pommie:de- terres s,s Sys: chalet ote oh igs ae Se ee eee 30,0 
Moutarde blanche #1: toss oe oko ie oe eee Bone 
Wabacwustique wwisuik. «ly Ladacw sores. ty ont ce ae 39,0 
Colga ee ich RG eee Wee ee ee eee eee ils) ee LO 


On connait déja quelques cas d’absorption et de fixation d’une 
proportion relativement élevée d’un ou de plusieurs éléments par 
les membres d’une famille végétale ou méme d’un groupe bota- 
nique plus étendu. Il est pour ainsi dire classique, bien que la 
preuve n’en ait pas été fournie par une étude appropriée, que 
les Graminées et les Cypéracées accumulent ordinairement des quan- 
lités importantes de silicium, les Cruciféres des proportions relati- 
vement élevées de soufre. D’autre part, ]’un de nous a reconnu (4) 
que les Légumineuses et les Cruciféres comprennent beaucoup 
d’espéces parmi les plus riches en bore, alors que les Graminées 
se montrent nettement parmi les plus pauvres. Enfin, d’aprés 
une communication récente de L. Maume (5), les Légumineuses 


(4) G. Berrranp, en collaboration avec L. Smwperstem, C. R. Acad. 
Sci., 1940, 244, 624, et Mémoire : Ces Annales, 1941, 67, 154, et Ann. 
agr., 1941, 15s 

(5) C. R. Acad. Set., 1946, 222, 105. 


J 


RUBIDIUM DES PHANEROGAMES ATT 


sont toujours plus riches en azote et en calcium que les Gra- 
minées vivant en concurrence avec elles. Pour le rubidium, autant 


qu'il est permis de conclure d’aprés le nombre réduil des espéces 


examinées, les Cruciféres apparaissent en moyenne prés de trois 
fois plus riches que les Graminées et les Légumineuses. Nous 
avons trouvé, en effet, pour les plantes vanes : 


GRAMINEES LEGUMINEUSES CRUCIFERES 
Rb par kilogramme sce Rb par kilogramme sec Rb par kilogramme gec 
en milligrammes en milligrammes en milligrammes 

MOISE lO ee. SOJAy ese teh ama, 62 Sek Sile Radista. ie es BR 
MOUMG ee cape sss ou MATICOL. « vsas + 3,3 Moutarde blanche 35,0 
Orge des rats. LO, Ole RCT CMR Aowys | ahre ce 26,0 Colza. 81,4 
Dactylis gloom... 3,0 Lupin blanc ...° 20,3 Cresson ..... 51,4 
Guiendent 5 5...:) 4158 Ajone;nain. = .4. 174 

Total. . . 83,9 Leyes les" a Share Total. . . 484,6 
Moyenne. ..... 16,8 ~Moyenne.. <=. .° 46,1 Moyenne. ... =». 46,14 


{] semble que, en plus de l’espéce, la nature du milieu nutritif 
ait joué un grand réle dans la répartition respective du rubidium 
chez les plantes utilisées dans nos recherches. Ainsi, en tenant 
compte des espéces les plus riches, de celles qui renferment au 
moins le double de la proportion moyenne de rubidium, qui est 
pour les plantes entiéres d’environ 20 mg. par kilogramme sec, 
on. observe que Gnaphalium uliginosum (40,3 ‘mg.) avait été 
récolté 4 la lisiére d’un bois a Viroflay, dans une terre argileuse, 
qu’ Helodes palustris (40,5 mg.) croissait immédiatement au bord 
d’un étang situé en Vendée dans une cuvette argileuse, que le 
Cresson de fontaine (51,5 mg.) avait été cueilli dans une sorte 
de rigole courant en terre forte, que Joncus effusus, la plus riche 
de toutes avec 98,5 mg., provenait d’une. partie presque maréca- 
geuse du bois de Meudon. L’influence de l’argile et plus encore 
Vaction combinée de l’argile et de Veau seraient probablement 
pour beaucoup, d’aprés ces quelques exemples, dans |’enrichis- 
sement en rubidium de certaines espéces végétales. 


VARIATION DE L’ACIDE ACETIQUE DU BOIS AVEC L'AGE 


par MM. Gasrier BERTRAND et Lazare SILBERSTEIN. 


De l’acide acétique est facilement mis en liberté par hydrolyse 
du bois des arbres, de la paille de céréales, de la coque de 
noyaux et, d’une maniére générale, de tous les tissus végétaux 
dits « lignifiés ». Les quantités obtenues sont importantes, car- 
elles peuvent s’élever jusqu’a 85 kg. environ par tonne de matiére 
séeche (1). 

Il est intéressant de retenir, tant au point de vue de la chimie 
comparée des végétaux que des applications industrielles, que 
le bois des Gymnospermes est moins riche que celui des Angio- 
spermes, n’ayant fourni, selon les espéces et dans les mémes 
conditions expérimentales, que de 13 a 25 kg. au lieu de 48 a 
86 kg. 

Dans les industries basées sur la saccharification du_ bois, 
Vacide acétique est libéré en méme temps que les sucres et, dans 
certains cas, on peut avantageusement le séparer ou l utiliser 
a des fins diverses. 

Jusqu’a présent on ne posséde qu’un trés petit nombre de 
données relatives aux variations de la teneur acétique du bois 
suivant lage et la situation du tissu lignifié qui le compose 
presque entiérement. Dans le travail cité plus haut, il avait été 
fait mention d’une différence entre le bois des grosses branches 
et celui du trone : chez les 5 espéces de Gymnospermes et sur- 
tout chez les 13 espéces d’Angiospermes qui avaient été analysées, 
la teneur en acide acétique s’était presque toujours montrée un 
peu plus forte dans les branches que dans le tronc, en moyenne 
de 6,56 contre 5,76 p. 100 de matiére séche chez les Angio- 
spermes. D’un autre céoté, E. Hagglund a reconnu, en opérant 
sur le Sapin et sur le Pin, quw’il y avait un peu plus d’acide acé- 
lique dans le bois de la partie de l’arbre placée au-dessus de la 
limite de séparation de la couronne et du trone que dans la partie 
située au-dessous, en moyense 1,73 p. 100 au lieu de 1,83 (2s 


(1) G, Berrranp et G. Brooxs, C. R. Acad. Sci., 1941, 242, 739-748, 
et mémoire dans : Ann. des Fermentations, 1941, 6, 65 et Ann. agron., 
1941, 44, 1738, 

(2) E. Haccrunp, Holzchemie, 1939, 2° édit., 243, Akademische Ver. 
lagsgesellschaft, éditeur & Leipzig. 
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Nous avons cherché 4 quel résultat on adcitiratt en poussant 
plus loin |’étude de la variation de la teneur du bois en acide 
acétique en comparant non plus seulement la composition d’une 
grosse branche a celle du tronc, mais en reprenant cette étude 
a partir des rameaux de la premiére année et répétant les ana- 
lyses & plusieurs étapes de l’4ge de l’arbre. 

Nos expériences ont porté sur deux Gymnospermes : le Sapin 
ordinaire ou Epicéa (Abies excelsa D.C.) et le Pin des Landes 
ou Pin maritime (Pinus pinaster Soland.) et sur deux Angio- 
spermes: le Hétre (Fagus silvatica L.) et le Chéne rouvre 
(Quercus sessiliflora Salisb.). Ces matériaux d’étude, que nous 
devons au concours éclairé de M. Guignier, provenaient de 
Vabatage soit d’un arbre entier, comme dans le cas du Sapin, 
soit d’une branche principale avec toutes ses ramifications dans 
les autres cas. Nous possédions déja des échantillons de tronc 
et de grosses branches des derniéres essences et il avait paru 
que Véconomie d’abatage, de manipulation et de transport de 
nouveaux arbres pouvait étre faite sans dommage pour la solu- 
tion du probleme envisagé. 

Aprés mise en fagots des rameaux de différents Ages et débi- 
tage en rondelles du trone du Sapin, les matériaux d’étude soi- 
eneusement éliquetés ont été abandonnés dans une chambre jus- 
qu’a dessiccation pratiquement compléte a la température ordi- 
naire. On a procédé alors a la séparation des rameaux selon leur 
age, éliminé Vécorce du bois et réduit ce dernier en poudre 


ACIDE ACETIQUE P. 100 DE MATIERE SECHE 
PARTIES ANALYSEES 


4 Epicéa Pin Hétre Chéne 
Rameauz : 
D’une année. .... 2,43 5,98 6,09 
De deux années. . . 2,47 2,41 BO 6,10 
De trois années. . . 2,41 230 6,07 6,42 
De quatre années. . 2,38 2,34 6,04 6,18 
De cing années. .. 2,28 6,40 
Branches : 
PetiteSoreme. 3) erie men: 2,25 
44 mm. 
Grosses): ase. shoes 2,16 Py OM | 6,28 6,08 
24 mm 
Trone : 
Watts seen sts feyes e023 
30 mm 
IMilieWtAe., Byicecet ope Nate 2,02 6,12 5,10 
60 mm 
Base usies kart oi eets 2,20 
455 mm 


480 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


a Vaide du moulin pour les petits échantillons ou de la rape 
pour les gros. 


Sur chacun des échantillons de poudre on a dosé la matiére — 


séche par chauffage A |’étuve électrique et l’acide acétique par 
hydrolyse acide, distillation et titrage alcalimétrique (8). 

Ces résultats confirment la richesse du bois en acide acétique 
combiné plus grande chez les Angiospermes que chez les Gymno- 
spermes et font ressortir, d’autre part, l’existence de certaines 
variations de cette richesse avec le degré de développement de 
Varbre. 

Les variations de la teneur en acide acétique sont peu éten- 
dues et, semble-t-il, pas toujours dans le méme sens. Dans les 
exemples rapportés aujourd'hui, elles ont eu lieu dans le sens 
d’une diminution, pouvant aller jusqu’a 20 p. 100 environ chez 
le Sapin, le Pin et le Chéne, mais d’une faible augmentation, au 
contraire, chez le Hétre. 

La connaissance de ces faits n’est pas seulement a retenir au 
point de vue théorique, elle pourrait étre prise en considération au 
point de vue pratique, dans le cas, par exemple, ot l'industrie 
chimique songerait 4 utiliser les petits bois d’abatage qu’elle 
a délaissés jusqu’ici. 


(8) La technique du dosage de l’acide acétique a été décrite dans le 
mémoire cité en (1). 


Ea 


~SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 7 novembre 4946. 


COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


SUR UNE NOUVELLE ESPECE ANAEROBIE : 
RAMIBACTERIUM PLEURITICUM 


par A. R. PREVOT, M. RAYNAUD et M. DIGEON. 


Dans deux cas de pleurésie purulente, le premier provenant de 
Hopital Saint-Denis (1), l’autre de l’Hépital Saint-Antoine (2), nous 
avons isolé deux souches trés voisines, constituant une espéce nouvelle 
du genre Ramibacterium (8). En voici la description : 

Morphologie. — BAatonnet semblable A R. ramosum, c’est-a-dire 
isolé ou en paires, ou courtes chainettes, présentant de fréquentes 
figures anguleuses en V, en L et des pseudoramifications en Y. Il 
mesure 2 4 3 » de long sur 0,4 » a 0,5 », de large. Immobile, acilié, 
asporulé. Gram-positif, pas de capsule. 

Physiologie. — Anaérobie strict ; thermorésistance nulle ; tempéra- 
ture optimum 87°. Croissant encore, mais trés lentement a 26°. 
pH optimum entre 7 et 7,8. La longévité est assez bréve (dix Aa 
quinze jours) mais par repiquage on peut le conserver plusieurs mois. 

Caractéres culturauz. — L’isolement est trés difficile. Les premiéres 
cultures en gélose n’ont apparu qu’en dix - quinze jours. L’addition 
de sérum a facilité les premiéres cultures. Par la suite, les deux souches 
se sont bien accoutumées aux milieux VF et y pousstrent en vingt- 
quatre heures. 

Gélose profonde : Trouble trés léger. Pas de gaz. 

Eau peptonée : trouble trés léger ; pas de gaz. 

Bouillon VF glucosé : Trouble abondant, dégagement de gaz inodore. 
Aprés vingt-quatre heures le trouble se dépose en une masse visqueuse 
assez cohérente. 


(1) Ce cas nous a été adressé par M. P. Corpier, chef de laboratoire. 

(2) Service du Dt Jacos, que nous remercions de cet envoi. 

(3) A.-R. Pritvot, ‘Manuel de Classification des Anaérobies, Masson, 
édit., Paris, 1940. 
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Gélatine : Non liquéfiée. 

Lait : Non coagulé, non digéré. 

Protéines coagulées : Non attaquées. 

Glucides : Le glucose et le galactose sont fermentés par ies 2 souches ; 
le saccharose, le maltose et l’amidon sont légérement fermentés par 
une des souches. Les nitrates ne sont pas réduits en nitrites. Le rouge 
neutre et la safranine sont réduits en vingt-quatre heures. 

Caractéres biochimiques. — Le bouillon VF glucosé a 1 p. 100 est 
activement fermenté. On trouve parmi les produits de fermentation : 
des traces de SH, pour l’une des souches ; de I’ ammoniaque (de 0,02 g. 
a 0,017 g. p. 100), une forte acidité volatile (0,22 g. & 0,252 g. p. 100) 


R. pleuriticum. Photo Jeantet. Gross.: & 100. 


consistant en un mélange d’acides valérianique et acélique (V/A=3/2). 
I’acide lactique est présent. L’une des souches produit alcool, cétonc. 
et amines volatiles. Aucune des deux ne produit d’indol, ni d’aldé- 
hyde, ni d’acétyl-méthyl-carbinol. 

Pouvoir pathogéne spontané. — Ces deux souches proviennent de 
deux cas trés graves de pleurésie purulente fétide ot elles se trouvaient 
a état pur. Ces deux cas prouvent que cet anaérobie est capable de 
provoquer par lui-méme des pleurésies purulentes fétides. Mais les 
cultures pures de ces souches n’ont provoqué aucune lésion au cobaye 


et au lapin par les voies sous-cutanée, intramusculaire, intraveineuse 
et intrapleurale. 
Sérologie. — Aucun des sérums de notre collection préparés contre 


les diverses espéces du genre Ramibacterium n’a de pouvoir agglutinant 
sur nos souches. 


Pénicillino-sensibilité. — L’une des souches était inhibée par 1 unité 
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Oxford, l’autre par 2 unités Oxford [méthode rapide au vert-janus (4)]. 
Les deux cas de pleurésie purulente en question ont guéri par la péni- 
cillothérapie. 

Position dans la systématique. — La morphologie de ces souches les 
classe sans difficulté dans le genre Ramibacterium. Elles différent de 
R. ramosum par l’absence de coagulation du lait, le type fermentaire 
acéto-valérianique-lactique et l’absence d’acétyl-méthyl-carbinol. Elles 
différent des trois autres espéces par l’absence de production d’indol et 
le type fermentaire. Il s’agit donc bien d’une espéce nouvelle pour 
laquelle nous proposons le nom de Ramibacterium pleuriticum en 
raison de son pouvoir pathogéne spontané. Voici le diagnostic diffé- 
rentiel des 5 espéces du genre Ramibacterium : 


LACTOSE LAIT SH, | inpoL AMC LE TYPE FERMENTAIRE 
neutre 
R. ramosum. . . .|Fermenté.| Coagulé| 0 0 Grande |Réduit.| Formo-acétique. 
4-3 jours. quantité. 
R. ramosoides. . .|Fermenté.| Coagulé| 0 a. 0 Réduit. | Acéto-propionique. 
8 jours. 
R. pseudoramosum.| faiblement |Trés lent.| + + 0 Réduit. Formo-valéro- 
fermenté. | coagulé. lactique. 
R. alactolyticum. . Non Non Traces. | Traces. + Non Acéto-butyro- 
fermenté. | coagulé. réduit. lactique. 
R, pleuriticum . . Non Non | Traces. 0 0 Réduit. | Acéto-valérianique- 
ferme né. | coagulé. lactique. 


Le genre Ramibacterium est donc un groupe d’espéces importantes 
par leur réle en pathologie et par leur diversité. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


POUVOIR ANTIBIOTIQUE DE L’AUTOLYSAT 
DE L’ACTINOMYCES GRISEUS 
A L’EGARD DU BACILLE DE KOCH 


par A. ANDREJEW. 


Le procédé actuellement employé pour extraire la streptomycine 
— a partir de la culture jeune d’une souche active d’Actinomyces 
griseus — laissait supposer que les substances antibiotiques recueillies 
résultaient uniquement du métabolisme normal de ce germe. 

Pour préciser ce point nous avons fait l’expérience suivante : une 
culture a 30° d’Actinomyces griseus sur milieu de Sauton (ot il se 
développe incomparablement mieux que sur bouillon glucosé), dgée 


(4) A.-R. Priévor, ces Annales, 1946, 72, 475. 
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de huit & dix jours, est débarrassée aseptiquement du milieu usé 
qu’on remplace par une méme quantilé de solution de famine, 
composée de 9 g. de chlorure de sodium par litre et tamponnée au 
pH 7,2 par le phosphate de soude. Les voiles microbiens surnageant’ 
le milieu non-nutritif sont laissés d’une part a l’étuve a 30° pendant 
une douzaine de jours et, d’autre part, pendant deux a trois mois a 
la température du laboratoire Dans ces conditions il se produit une 
lyse et non pas une simple diffusion de substances a travers la mem- 
brane microbienne (macération), car l’aspect méme des germes se 
trouve modifié : le voile initialement rugueux s’aplanit et se décolore 
tandis qu’une sorte de mucilage amorphe se. dépose au fond du ballon. 

On filtre sur bougie Chamberland L, le milieu de Sauton usé ren- 
fermant surtout les produits du métabolisme des germes vivants 
(filtrat I) et le milieu de famine renfermant les produits de 1’autolyse 
de ces mémes germes conservés & 1’étuve (filtrat II A) et laissés a la 
température du laboratoire (filtrat II B). 

Afin de déterminer in vitro le pouvoir antibiotique de ces trois 
filtrats & l’égard du bacille tuberculeux, nous ajoutons dans une série 
de ballons renfermant du milieu de Sauton et en proportions crois- 
santes le filtrat I, le filtrat II A et le filtrat II B. Les trois séries de bal- 
lons ainsi obtenus sont ensemencées avec des voiles trés jeunes de 
bacilles tuberculeux humains et portées a l’étuve a 38°. 

Aprés un mois nous avons obtenu les résultats suivants : 


CENTIMETRES CUBES DEVELOPPEMENT DE CULTURES DU BACILLE DE KOCH 
de fillrat 
pour 50 cm$ 


du milieu de Sauton Viltrat I Filtrat Il A Filtrat II B 


Normal. Normal. Trés legerement retardé. 
Normal. Normal. Nettement retardé. 
Normal. Légérement retardé. Trés retardé. 
Normal. Sonsiblement retardé. Arrété. 
Normal. Arrété. 

Normal. : 


Il résulte de ce tableau que l’autolysat de 1’Actinomyces griseus est 
incomparablement plus riche en substances actives que le filtrat d’une 
culture normale en milieu de Sauton de cette méme souche. On ne 
peut admettre que la glycérine ou un autre élément de ce milieu soit 
susceptible d’inhiber les facteurs antibiotiques éventuels du filtrat 
inactif (1) pour la raison suivante : lorsqu’on ajoute les filtrats actifs 
(I A ou IIB) au milieu de Sauton neuf, qui contient 5 p. 100 de 
glycérine, aucune croissance de bacilles tuberculeux n’est constatée : 
par conséquent ces facteurs antibiotiques se révélent efficaces en pré- 
sence de la glycérine et de tous les autres éléments de ce milieu 
Dautre part, l’autolysat dbtenu aprés douze jours d’étuve a 30° se 
révéle moins actif que celui obtenu aprés deux A trois mois A la tempé- 
rature du laboratoire (aux environs de 20°) ; il est possible que la 
stabilité du milieu de famine au pH tamponné empéche toute altéra- 
tion de ses antibiotiques en solution aqueuse. 


ry 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 485 


Selon les travaux de Waksman et de ses collaborateurs consacrés A 
la streptomycine, le pouvoir entibiotique de l’Actinomyces griseus varie 
considérablement d’une souche a l’autre, et pour une méme souche 
suivant le milieu. Etant donné que le filtrat de culture de la souche 
employée n’exerce qu’un pouvoir antibiotique négligeable, il est inté- 
ressant de constater que l’autolysat d’une culture aussi inactive en 
milieu de Sauton se révéle particulitrement efficace (bactériostatique). 
L’autolyse pratiquée dans le domaine des antibiotiques microbiens 
semble donc avoir une valeur indépendante offrant des possibilités 
nouvelles. 

D’autre part, le fait que l’autolyse libére les substances actives du 
mycélium montre que le mécanisme diastasique de ]’Actinomyces gri- 
seus joue un réle important, susceptible d’étre mis a profit dans la 
production globale des antibiotiques et de contribuer ainsi a l’accrois- 
sement de leur rendement. 

La maniére dont la lyse est effectuée a une importance considérable. 
Ainsi, dans les mémes conditions, le lysat toluénique donne des résul- 
tats trés différents : l’extrait obtenu par macération d’un méme 
poids de corps microbiens dans le milieu de famine additionné de 
1 p. 100 de toluéne pendant dix jours 4 28° (suivie d’une évaporation 
& sec A 50°, d’une reprise par le méme volume d’eau et d’une filtration 
sur bougie L,) se révéle inactif a 1’égard du bacille tuberculeux humain. 
I! est donc possible qu’une autolyse spontanée, suffisamment prolongée, 
permette dans certaines conditions aux diastases d’enrichir |’autolysat 
en substances actives aux dépens de composés initialement inactifs 
du mycélium. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


INFLUENCE SUR L’APPARITION 

DE L’ALLERGIE CUTANEE CHEZ LE COBAYE 
DE LA VOIE D'INOCULATION 
DES BACILLES TUBERCULEUX 


par P. GASTINEL et A. NEVOT. 


De nombreux auteurs se sont occupés de la sensibilité 4 la tuber- 


cculine au cours de la tuberculose expérimentale du cobaye et nous 


n’avons nullement l’intention de reprendre une telle étude dans cette 
note. 

MM. Boquet et Négre, notamment, ont particuligrement envisagé les 
caractéres généraux de la sensibilité tuberculeuse et des réactions tuber- 
culiniques. 

Ils ont étudié dans des travaux, devenus classiques, l’influence sur 
Vallergie de la virulence des souches et celle de la dose de bacilles ino- 
culés, comme Rémer, Debré, Paraf et Dautrebande l’avaient déja signalé. 
Ils n’ont envisagé que d’une facon bréve le réle de la voie d’inocula- 
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tion en ne signalant dans leur travail de 1926 que les yoies dermique, 
sous-cutanée et conjonctivale. : 

Depuis ce mémoire fondamental de Boquet et Négre, nous n’avons 
pas connaissance que des recherches aient été particuliérement dirigées 
sur le point de savoir le réle que la voie de pénétration des bacilles 
de Koch pouvait jouer dans le déterminisme de 1’allergie appréciée 
par l’épreuve intra-dermique a la tuberculine. 

Nous avons été amenés A préciser les modifications que la voie 
d’apport des bacilles tuberculeux pouvait imprimer au processus de 
sensibilisation, et cela par suite des observations que nous avions 
faites par ailleurs sur le réle de la peau dans le mécanisme de l’allergie 
vaccinale ou syphilitique. 

Nous avons effectué une série d’expériences consistant 4 inoculer 
des cobayes du poids de 300 g., aussi comparables que possible entre 
eux, et soumis tous au méme régime alimentaire, par les voies sui- 
vantes : sous-cutanée, intra-musculaire, intra-testiculaire, intra-tra- 
chéale, intra-veineuse et intra-péritonéale. 

La souche de bacille de Koch utilisée était la souche bovine Dupray, 
de virulence bien connue. Uniformément, nous avons employé la dose 
de 0,1 mg. de bacille, sauf pour les cobayes infectés par voie intra- 
veineuse, comme nous le dirons ultérieurement. La dose était pesée 
en partant de prélévements effectués sur milieux de Loewenstein ense- 
mencés depuis un mois. L’épreuve a la tuberculine était faite par 
injection intradermique de tuberculine brute de l'Institut Pasteur 
diluée au 1/10. Tous nos cobayes ont été éprouvés avec la méme tuber- 
culine et souvent aux mémes dates. 

Dans les protocoles ci-dessous nous ne comptons que les animaux 
dont la survie a permis d’effectuer une exploration de la sensibilité> 
tuberculinique de facgon généralement réitérée. Ainsi l’épreuve menée 
a terme compte 51 cobayes. 

Voie sous-cutanée, — Quinze animaux infectés avec la souche précitée 
ont présenté un chancre d’inoculation le douziéme jour ; ils réagis- 
salient tous 4 Ja tuberculine 4 partir du quinziéme jour. Cette réaction 
a obéi aux lois générales bien connues : elle a progressivement 
augmenté d’intensité. Les animaux sont morts du trente-huitiéme au 
soixante-quatriéme jour avec des lésions classiques. 

Ces animaux peuvent étre considérés comme les témoins de 1’expé- 
rience. 

Voie intra-musculaire. — Deux cobayes seulement ont recu des 
bacilles tuberculeux en pleine région musculaire et dés le quin- 
ziéme jour ils ont fourni une réaction positive & la tuberculine. Tout 
comme les animaux précédents, ils sont mort les vingt-huitiéme et 
cinquantiéme jours avec de grosses lésions viscérales. 

Voie intra-testiculaire. — Nous retiendrons 24 observations. 

Les cobayes ont présenté une orchite nettement consituée dés le 
cinquiéme jour. Is sont morts du quinziéme au quarante-sixitme jour 
(Vun le centiéme jour) atteints de lésions trés accusées, péritonéales et 
viscérales. Or, ces animaux explorés 4 la tuberculine un nombre de 
fois réitéré, les treiziéme, seizitme, vingt et uniéme, vingt-quatriéme, 
vingt-septieme, trente-septitéme jours n’ont donné aucune réaction ; 
peut-étre, et pour quelques uns seulement, un trés faible épaississe- 


“EN ROS 
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ment de la peau que nous n’oserions qualifier de réaction positive tant 
il s’agissait d’un phénoméne estompé. 

Voie intra-trachéale. — 4 animaux infectés ainsi meurent du vingt 
et uniéme au quarantiéme jour ; 3 d’entre eux ne font aucune réaction 
a la tuberculine, les dix-sept et vingt-troisitme jours ; un seul réagit 
positivement les dix-sept et vingt-troisitme jours, l’animal mourant 
le quarantiéme jour (mais ce cobaye offrait une petite lésion chancreuse 
dans la région de la plaie cutanée). 

Voie intra-veineuse. — 6 animaux sont infectés par les voies jugu- 
laire ou intra-cardiaque ; l’inoculation intra-veineuse étant faite aprés 
avoir dénudé Je vaisseau . 

Ayant observé la mort extrémement rapide des animaux quand ils 
étaient infectés avec 0,01 mg. de bacille tuberculeux, nous avons utilisé 
une quantilé infiniment réduite, c’est-a-dire qu’aprés avoir pris 
1/2 cm* de l’émulsion préparée et l’avoir rejeté, nous avons rempli 
& nouveau la seringue avec 1/2 cm® de sérum physiologique et cette 
eau de ringage a été injectée a l’animal. Méme ainsi, les animaux sont 
morts du quinziéme au trente-sixiéme jour. Les réactions 4 la tubercu- 
line effectuées chez eux les treizitéme et vingt-huititme jours sont 
restées toujours négatives. ; 

Seul, un animal a réagi positivement le trentiéme jour, mais il faut 
bien remarquer que ce cobaye présentait dans la région veineuse qui 
avait été dénudée, un véritable chancre d’inoculation. 

Voie intra-péritonéale. — Deux cobayes ayant été ainsi infectés 
meurent le trentiéme jour sans avoir présenté de réaction a la tuber- 
culine les vingt-deux, vingt-cing, vingt-huititme jours. A l’autopsie, 
les lésions viscérales épiploiques et ganglionnaires étaient trés intenses. 


* 
* 


En résumé, il ressort nettement de ces protocoles, que les lésions 
intéressant la peau provoquent la sensibilisation allergique avec pré- 
cocité et régularité selon le schéma bien connu. 

La voie intra-musculaire parait se comporter comme la précédente 
mais par contre l’introduction de bacille de Koch par les voies : tra- 
chéale, testiculaire, veineuse, péritonéale, susceptible de provoquer, 
méme hativement, la mort des cobayes et de déterminer des lésions 
considérables ne s’accompagne d’une sensibilisation allergique cutanée 
que dans des conditions beaucoup moins marquées. Souvent méme 
cette sensibilisation est nulle sauf si au cours de l’intervention d’ino- 
culation le tissu sous-cutané est intéressé. 

Peut-étre, pourrait-on invoquer le fait que les animaux inoculés par 
les voies autres que les voies sous-cutanée ou intra-musculaire ont 
présenté une évolution rapide et de ce fait perdu leur pouvoir de 
réagir. Nous ne Je croyons cependant pas, car nous avons constaté des 
réactions négatives chez les. animaux encore assez éloignés de leur 
mort et ne présentant aucun signe de cachexie. Bien plus, un animal 
injecté par voie trachéale, ayant fait un chancre d’inoculation, mou- 
rait cependant dans les mémes délais que ses congénéres, et présen- 
tait, &2 l’opposé des autres, une réaction positive. 

Nous croyons plutét que dans le mécanisme de la sensibilisation 
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allergique, l’existence d’une lésion tégumentaire joue un role de pre- 
mier plan, quand on cherche a dépister cette sensibilisation par 
le critérium de la réaction cutanée. 

Il serait donc intéressant d’étudier si les animaux infectés par les 
yoies non tégumentaires offrent des réactions thermiques lorsqu’on 
les éprouve par intradermo-réaction 4 la tuberculine, sans obtenir 
une réponse positive. En tous cas, nous avons remarqué que nos ani- 
maux recevant de la tuberculine mouraient fréquemment dans les 
vingt-quatre a quarante-huit heures suivant l’injection qui, vraisem- 
blablement déclanchait chez eux des phénoménes toxiques traduisant 
une sensibilisation allergique d’ordre général. 


Séance du % décembre 1946. 


Présidence de M. N&GRE. 


La séance est consacrée, en mémoire d’Eugéne Wollman, a des tra- 
vaux sur le bactériophage. 

Le Président prononce un éloge d’Eugéne Wollman, dont Je texte 
a paru dans ces Annales (décembre 1946). 


COMMUNICATIONS 


DISCOURS 
PRONONCE PAR LE PROFESSEUR E. CRUZ-COKE 


Une voix chilienne ne devait pas manquer cet aprés-midi ou 
soufflent sur notre émotion tant de souvenirs d’un maitre et d’un 
chercheur d’aussi grande qualité que fut notre ami trés cher le profes- 
seur Eugéne Wollman. 

Vous allez parler tout a l’heure de son ceuvre et du prolongement 
de sa pensée scientifique si riche, inspiratrice encore pour longtemps 
de recherches sur la bactériophagie. Je ne suis pas tant venu ici pour 
en parler que pour rendre témoignage de ce qu’elle fut pour nous : 
une source ol. puiser le grand esprit de votre maison de Pasteur et 
un grand exemple de ce que doit étre la vie méme d’un vrai savant. 

Dans la conversation du D* Wollman on apprenait toujours 
quelque chose ; dans ses actes on découvrait toujours une profonde et 
secréte moralité. Son esprit critique, quelquefois implacable parce qu’il 
avait beaucoup de courage, avait sa contrepartie dans sa grande imagi- 
nation. Elle lui permettait d’aller au-devant des choses sans idées toutes 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE , 489 


faites qui auraient pu lui cacher la vérité, mais avec des instruments 
de création efficaces qui firent son travail fécond. 

On peut dire qu’au Chili il renouvela la bactériologie. Les chaires 
de cette science que possédent nos Universités sont occupées par des 
professeurs qui furent non seulement ses disciples mais aussi ses colla- 
borateurs, et ont gardé l’empreinte de leur guide trés aimé. 

Je ne sais pas si tout ce qu’il fit a été publié, car il travailla beau- 
coup pendant sa vie. Il poursuivit chez nous ses premiéres recherches 
sur la protéolyse en se servant du colibacille et des réactions de ]’indol 
avec des techniques extrémement simples qui en font justement 1’intérét 
et qui ont beaucoup d’avenir dans 1 investigation de trés petites quan- 
tités d’albumine hydrolysée. 

Les relations qu’il a trouvées avec le D™ Felipe Gonzalez, dés 1931, 
entre la lyse et le blocage des réactions de resynthése obtenu au moyen 
de corps réducteurs, ont été les premiéres recherches que je connaisse 
sur le mécanisme d’action des substances que nous appelons aujourd’hui 
antibiotiques. En effet, on n’avait pas a cette époque une notion trés 
claire encore sur ces actions sélectives de médicaments anti-infectieux 
dans le métabolisme intermédiaire bactérien. Le D™ Wollman s’appuyaii 
alors sur ]’idée que plusieurs expériences lui prouvaient, que les sub- 
stances pharmacologiques utiles pour attaquer les infections ne devaient 
pas tant chercher a tuer les microorganismes qu’d empécher leur multi- 
plication. Ceci pouvait étre obtenu en bloquant une des réactions de 
leur métabolisme au niveau de la resynthése par exemple, réactions 
dont l’héte, se multipliant avec plus de lenteur, a par conséquent 
moins besoin. Il arrive précisément que presque toujours la lyse tra- 
duit morphologiquement ce fait si important. Et c’est justement ce 
chemin-la que Fleming a suivi jusqu’A découvrir la pénicilline. Le 
lysozyme que ce grand chercheur travaillait depuis longtemps a été 
pour lui la lumiére jetée sur une plaque oubliée au moment opportun. 
Le D® Wollman avait commencé, a l’époque ot nous l’avons laissé, 
l’étude comparative de la lyse chimique, de la lyse transmissible et 
de la lyse diastasique et était arrivé 4 des résultats qui sont pour 
toujours acquis dans ce domaine. 

L’étude qu'il fit, d’autre part, avec de communs éléves, dont il fut 
l’inspirateur et le guide, sur l’immunité des animaux 4 sang froid, 
ouvre un chemin de la plus grande importance pour comprendre la 
formation des anticorps. I] trouva par exemple que les gros crapauds 
chiliens, réfractaires 4 la plupart des infections et donc incapables de 
les produire dans des conditions normales, peuvent acquérir cette pro- 
priété lorsqu’ils sont soumis a une élévation thermique de Jeur milieu 
qui maintient leur sang 4 la température des animaux a sang chaud. 
C’est ainsi qu’on peut suivre chez ces animaux toutes les phases que 
les protéines sanguines acquiérent en face de ces nouvelles et pour eux 
anormales conditions. Actuellement des travaux sont en train de se 
faire chez nous, qui cherchent a établir ]’ordre chronologique de l’appa- 
rition des différents facteurs immunitaires au cours d’une seule vie, 
projection raccourcie dans le temps de ce qui se passe trés probablement 
dans la phylogénie. 

Il poursuivit chez nous aussi ses recherches sur la bactériophagie. 
Plusieurs de ses mémoires furent faits sous le ciel qui couvre notre 
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folle géographie. Prolongement de cette famille intellectuelle francaise, 
que yous représentez avec tant de grandeur, il fit toujours honneur 
a la grande tradition qui est la votre ; quant 4 nous, nous avons taché 
d’étre pour lui, la-bas, ce que lui était ici cette magnifique et noble 
famille de votre Institut. Il me disait un jour que nous vous avions 
bien représentés. C’est une décoration que je porte avec joie. 

Je serais terriblement injuste si je n’associais pas 4 ]’ceuvre et A la 
vie du Dt Wollman celui de sa compagne de toutes les heures, 
M@e Wollman, dont je vois encore la fine et silencieuse silhouette 
se découper courageuse et infatigable contre les vitres de son labo- 
ratoire quand j’allais la voir avant le soleil couchant. Voici leurs vies 
périssables finies avant les ndétres, emportées par un vent de folie et 
de crime dont nous porterons pendant longtemps l’angoisse en priant 
pour la justice. Encore vivants, nous voici, chacun de nous, respon- 
sables de ce que ces choses-la ne se répétent plus. 

Leurs vies sacrifiées au courage de subir ce qu'il fallut, d’étre ce 
qu’elles étaient, leurs exemples de travailleurs propres et vrais, reste- 
ront pour leurs enfants et leurs amis un exemple de science, de mora- 
lité et de ferveur utile A la Cité. 


LA SYNERGIE LYTIQUE DE LA PENICILLINE 
ET DU BACTERIOPHAGE, 
ETUDIEE AU MICROBIOPHOTOMETRE 


par Pizrre NICOLLE et Micne, FAGUET 


La synergie lytique de la pénicilline et du bactériophage sur les 
cultures bactériennes in vitro n’a encore & notre connaissance été 
signalée que par Himmelweit [1945] (1). Cet auteur, utilisant un 
bactériophage staphylococcique (S3K) et sa bactérie sensible, le sta- 
phylocoque doré S3K, a montré que la pénicilline n’exerce aucun 
effet facheux sur le principe lytique et qu’elle n’entrave pas son 
action (2). Bien mieux, comme elle est douée elle-méme d’un certain 
pouvoir dissolvant sur les bactéries, déja signalé par Fleming (1929), 
Rantz et Kirby (1944), Himmelweit (1944), Nitti et Faguet (1944), 
Bonét-Maury (1945) et d’autres, il n’est pas étonnant qu’elle ajoute 
son effet A celui du bactériophage lorsqu’on les fait agir simulta- 
nément. Cette action synergique, d’aprés Himmelweit, ne consisterait 
pas seulement en une simple addition des actions, mais en une poten- 
tialisation. En effet, si l’on associe des doses de pénicilline et de bacté- 
riophage qui, seules ne permettraient pas d’obtenir la lyse compléte 
et définitive des germes étant donné qu’il se forme dans ces conditions 
des cultures secondaires pénicillo-résistantes et phagorésistantes, si 
l’on associe donc de telles doses de l’un et l’autre agent, on constate 


(1) F. Himretwerr, Lancet, 1945, 104. 
(2) Voir aussi 4 ce sujet : D. Jones, J. Bact., 1945, 50, 341. 
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Véclaircissement définitif des cultures. Ce phénoméne serait di A ce 
que la culture secondaire pénicillo-résistante resterait sensible au 
bactériophage et la culture secondaire phago-résistante subirait l’effet 
lytique de la pénicilline. ; 

Signalons aussi, bien qu’il s’agisse d’expériences assez différentes, 
que Steinmann et Nicole [1945] (3), soumettant des staphylocoques 
dorés 4 Vaction de la pénicilline dans le but d’obtenir des souches 
pénicillo-résistantes, ont obtenu, aprés plusieurs passages, au contact, 
de cette substance, des germes plus sensibles au bactériophage. La 
lyse, sous l’influence de celui-ci est plus rapide, plus compléte et il ne 
se forme pas de cultures secondaires. 

L’importance des conclusions d’Himmelweit, tant sur le plan 
théorique que sur le plan pratique, n’échappera A personne. Il nous a 
semblé que cette question, bien qu’elle ait été déjA abordée, méritait 
d’étre reprise en utilisant l’enregistrement automatique des variations 
de ja turbidité des cultures que permet le microbiophotométre (4). 


TEcHNIQUE. — Nous n’avons pas voulu toutefois nous borner a4 répéter 
purement et simplement les essais d’Himmelweit. Nous avons inten- 
tionnellement choisi un bactériophage staphylococcique (Twort) qui, 
agissant sur le staphylocoque blanc Twort, ne donne pas, au moins, 
dans les conditions de nos expériences, de cultures secondaires. Nous 
désirions, en effet, éliminer l’éventualité de celles-ci, pour mettre en 
évidence une action synergique possible du bactériophage et de la 
pénicilline sur les cultures primaires. 

Dans toutes les expériences, l’ensemencement des six cuves de 
l’appareil (cuves a faces paralléles contenant 50 cm* d’eau peptonée 
& 3 p. 100) était effectué avec les quantités de germes allant de 
100.000 A 2.000.000 par centimétre cube de milieu. Ces germes prove- 
naient d’une culture de dix-huit a vingt heures sur gélose inclinée. 

La température des cubes était réglée & 35°C. Le bactériophage et 
la pénicilline ont toujours été introduits. ensemble tantét au début, 
tantot au milieu, tant6t a la fin de la phase exponentielle de la 
culture, 

La concentration en pénicilline variait de 0,02 4 5 U.O. par centi- 
métre cube de milieu. Le bactériophage provenait, pour toute la série 
d’expériences, d’un méme lysat de titre = 1.10'°. Ce titre s’est main- 
tenu sensiblement constant pendant toute Ja durée de son utilisation. 
Nous nous sommes généralement servi de la dilution au 1/10, quel- 
quefois du lysat pur. 

Dans chaque expérience, il y avait une culture témoin, une culture 
pour la pénicilline seule, une culture pour le bactériophage seul. Les 
trois derniéres cultures enfin recevaient des doses variées de ]’asso- 
ciation pénicilline-bactériophage. 

Dans quatre expériences les cultures ont été laissées au repos. On 


(3) J. Sremmann et A. Nicore, Schweiz. Zeitschr. Path. u. Bakt., 1945, 
8 453. 

(4) M. Facurt, C. R. Aad. Sci., 1932, 194, 1763; C. R. Soe. Biol., 1937, 
426, 967; Act. Sci. Indust., MWermann, édit., Paris, 102 pages, 1941, 898. 
M. Facuer et F. Nirz1, ces Annales, 1943, 69, 126. M. Facurt, J. Suisse de 
Médecine, 1946, 76, 1135. 


492 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


se contentait, au moment de l’introduction du bactériophage et de 
la pénicilline, de remettre en suspension les germes sédimentés. Dans 
une expérience, ]’homogénéité de la culture était’ assurée par un 
courant de bulles d’air. Mais Je moussage produit nous fit abandonner 
ce procédé. Dans les trois derniéres, la culture était agitée toutes les 
minutes par aspiration et refoulement du liquide au moyen du dispo- 
-sitif décrit par lun de nous au cours de Ja présente séance (5). 


Résutrats. — I] est assez difficile de systématiser les résultats de 
nos expériences en raison de la diversité des conditions dans 
lesquelles elles ont été effectuées. Mais il ressort de l’ensemble un 
certain nombre de faits que l’on peut résumer ainsi : 

a) Action de la pénicilline seule. La pénicilline seule, introduite 
aussi bien au début, au milieu qu’d la fin de la phase exponentielle 
de la culture, exerce une action bactériostatique relativement tardive 
suivie d’une action lytique trés lente, continue et toujours incompléte 
en vingt-quatre heures. Parfois, cette action lytique manque. 

b) Action’ du bactériophage seul. La lyse bactériophagique est tou- 
jours précoce, rapide et totale. Elle est aussi durable : en vingt-quatre 
ou méme trente heures, nous n’avons pas observé de cultures secon- 
daires. Répétons que cette lyse durable n’est valable que pour les 
conditions dans lesquelles les expériences ont été faites. 

c) Action de l’association de la pénicilline et du bactériophage. Dans 
six expériences sur huit, le début de la lyse est survenu plus préco- 
cement et la disparition des bactéries a été plus brutale que dans le 
cas du bactériophage seul. Dans une septiéme expérience, l’association 
des deux agents a provoqué un arrét un peu plus précoce, mais la lyse 
a été moins rapide et moins compléte que dans le cas du bactériophage 
seul. Dans la huitiéme expérience, aucune différence sensible ne s’est 
montrée entre la culture qui a recu la pénicilline et le bactériophage 
et celle qui n’a recu que ce dernier. 

Voici les détails de deux expériences qui nous ont paru particulié- 
rement démonstratives. 

1° Expérience du 16 novembre 1946. Les cultures sont maintenues 
homogeénes par le procédé d’aspirations périodiques (fig. 1). 

a) L’ensemencement des six cuves a été fait avec 0,002 milliard de 
yermes par centimétre cube de milieu. La phase exponentielle com- 
mence une heure trente aprés ]’ensemencement et prend fin vers 
la neuviéme heure. A ce moment, il y a 3,4 milliards de germes par 
centimétre cube. 

b) Culture avec pénicilline. La pénicilline (0,5 U. O. par centimétre 
cube de milieu) est introduite trois heures quarante-cing aprés 
l’ensemencement. Vingt minutes aprés, la courbe de croissance com- 
mence a s’infléchir, si bien qu’A la septiéme heure, le nombre de 
germes n’est que de 0,95 milliard. A partir de ce moment, on .assiste 
a une diminution lente et progressive du nombre des germes : vingt 
et une heures aprés l’ensemencement et dix-sept heures quinze aprés 
Vintroduction de la pénicilline, i] n’est plus que de 0,65 milliard par 
centimétre cube de milieu. 


(5) M. Facuer, ces Annales, 1946, 73, 495. 
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c) Culture avec bactériophage seul. Le bactériophage est introduit 
trois heures quarante-cing aprés l’ensemencement, soit au début du 
deuxiéme quart de la phase exponentielle.: La dose était de II gouttes 
de la dilution au 1/10 du lysat initial. 

La lyse a commencé une heure quinze aprés l’introduction du bacté- 
riophage. A ce moment, le nombre de germes était de 0,8 milliard par 
centimétre cube de milieu. Elle était terminée une heure quarante- 
cing aprés l’introduction du bactériophage. Elle a donc duré trente 
minutes. 

d) Culture avec bactériophage et pénicilline. Les doses utilisées ont 
été la moitié des doses du bactériophage et de la pénicilline employés 
seuls, soit I goutte de la dilution au 1/10 pour le bactériophage et 
0,25 U. O. de pénicilline par centimétre cube de milieu. La lyse a été 
sensiblement plus précoce que dans le cas du bactériophage employé 
seul 4 la dose double. La courbe se sépare déja nettement de la courbe 
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de la culture témoin dés la fin du premier quart d’heure. La lyse 
proprement dite commence quarante-cing minutes aprés 1’introduc- 
tion des agents. Le nombre des germes est 4 ce moment de 0,520 mil- 
liard. Elle est achevée une heure vingt aprés cette introduction. Elle 
a donc duré trente-cing minutes, soit cing minutes de plus que la 
durée de la lyse produite par le bactériophage seul. Mais comme elle 
a commencé trente minutes plus té6t que dans ce dernier cas, son 
achévement est encore en avance de vingt-cing minutes sur celle du 
bactériophage seul. Il est intéressant de noter que la pénicilline, si 
elle rend la lyse plus précoce, a un effet légérement retardateur sur 
la lyse elle-méme. Ceci se comprend aisément : la pénicilline ralen- 
tissant au début la multiplication bactérienne, doit également ralentir, 
par contre-coup, la multiplication du bactériophage. 

e) Culture avec bactériophage seul : II gouttes du lysat pur. La lyse 
survient en trente-cing minutes alors que le nombre de germes est 
de 0,45 milliard et est terminée une heure vingt aprés |’introduction 
du bactériophage. 

f) Culture avec bactériophage et pénicilline. I goutte du lysat pur 
et 0,25 U.O. de pénicilline. La lyse a commencé vingt-cing minutes 
aprés l’introduction des agents. Le nombre de germes était de 
0,5 milliard par centimétre cube de milieu. La fin de la lyse a été 
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observée une heure cinq apres lintroduction. Elle a donc duré 
quarante minutes. , 

Conclusions : L’action synergique est ici particuliérement nette, 
puisque avec des doses moitié moindres de bactériophage et de péni- 
cilline, la lyse est plus rapide qu’avec le bactériophage employé seul 
4 dose entiére. 

2° Expérience du 19 novembre. Les cultures sont maintenues homo- 
genes par le procédé d’aspirations périodiques (fig. 2). 

a) Culture seule (courbe témoin).. Ensemencement avec 0,0001 mil- 
liard par centimétre cube. La phase exponentielle commence six heures 
trente apres. A la treizitme heure le nombre de germes est de 1,3 
milliard. La culture continue a croitre jusqu’& 3 milliards en vingt- 
neuf heures. 

b) Culture avec pénicilline : 1,2 U. O. par centimétre cube de milieu 
ajoutée quatorze heures quarante-cing aprés l’ensemble. L’action bac- 
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tériostatique se manifeste des le début de la phase exponentielle. 
Aucune action lytique n’est constatée. A Ja vingt-neuviéme heure, 
la quantité de germes est de 2,3 milliards par centimétre cube. 

c) Culture avec bactériophage seul : 1 goutte de lysat pur, ajouté 
quatorze heures quarante-cing aprés Jl’ensemencement, c’est-d-dire 
vers la fin de la phase exponentielle. Quand la lyse se produit, dix 
heures aprés lVintroduction du bactériophage, la culture avait atteint 
environ 2 milliards de germes par centimétre cube. La fin de la lyse 
est notée treize heures quinze apres ]’introduction du _ bactériophage. 
La durée de la lyse a done été de trois heures quinze. Il demeure un 
louche résiduel correspondant 4 0,08 milliard par centimétre cube. 

d) Culture avec bactériophage (1 goutte de lysat pur) et pénicilline 
(0,2 U. O. par centimétre cube). La lyse survient cing heures aprés 
Vintroduction des deux agents, au moment ot le nombre de germes 
au centimétre cube atteignait 1,5 milliard. La fin de la lyse s’observe 
huit heures quinze aprés l’introduction des agents. Elle a donc duré 
trois heures quinze. Le louche résiduel correspond A 0,1 milliard par 
centimétre cube. 

Conclusions : L’action synergique 's’est manifestée dans ce cas par 
une lyse beaucoup plus précoce que dans le cas du bactériophage seul. 
I] est 4 noter que la durée de la lyse a été & peu prés la méme avec 
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le bactériophage seul et avec l’association de bactériophage et de péni- 
cilline. 


Résumé. — Il résulte de ces quelques essais préliminaires que 
la pénicilline renforce d’une maniére assez constante (6 fois sur 8) 
Vaction lytique du_ bactériophage (bactériophage staphylococcique 
Twort). Ce fait est d’autant plus remarquable que la pénicilline n’a, 
par elle-méme, qu’une action lytique faible et lente. Il ne s’agit donc 
pas d’une simple addition des effets, mais d’une véritable synergie 
renforgatrice. Les conclusions d’Himmelweit sont donc confirmées, 
avec cette différence que cet auteur n’envisageait une telle action 
synergique que sur les cultures secondaires, alors que nos observations 
Vont mise en évidence sur les cultures primaires. 


NOUVEAU DISPOSITIF ASSU- 
RANT L’HOMOGENEITE DES 
CULTURES ETUDIEES AU MI- 
CROBIOPHOTOMETRE. APPLI- 
CATION ALABACTERIOPHAGIE 


par M. FAGUET. 


Dans les différentes recherches que 
nous poursuivons avec le microbiopho- 
tométre, le probléme de l’agitation et 
de l’aération des cultures demeure ]’un 
des plus importants. 

Alors qu’avec les milieux de cultures 
synthétiques, ne contenant pas de pro- 
téines, nous avons montré avec Nitti 
que l’envoi d’un courant d’air filtré 
donne de bons résultats, il n’en est pas 
de méme avec les milieux a base de 
peptone ou de bouillon de viande, a 
cause de leur grande facilité a donner 
des mousses abondantes. Outre les 
facilités de souillure, la mousse peut 
entrainer avec elles.certaines substances 
présentes a 1’état de traces et cependant indispensables aux cultures. 

C’est pourquoi nous avons déja donné un systéme d’agitation au 
moyen d’un piston mu 4a travers un tube stérile, par un champ 
magnétique. Ce systeme nous‘a donné des résultats satisfaisants, mais 
sa relative complication nécessitant tout un appareillage électrique 
nous a incité A chercher une solution plus simple, facilement réali- 
sable au laboratoire. 

‘Nous décrivons aujourd’hui un nouveau procédé d’agitation et 
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d’aération que nous avons adapté A notre microbiophotomcetre. Le 
principe de ce systéme consiste dans l’aspiration suivie du refoulement 
d’une partie variable du milieu de culture dans une boule située au- 
dessus de la cuve a culture. 

Les boules sont munies de deux tubulures, l’une plongeant dans 
le milieu de culture, l’autre reliant l’appareil 4 une pompe aspirante, 
fonctionnant automatiquement pendant un temps déterminé. Les 
tubulures sont munies de tampon de coton formant filtre. 

Ce procédé nous a donné des cultures trés homogénes. 

Le nombre d’aspirations et de refoulement par minute, doit étre 
d’autant plus grand que l’on travaille avec des germes dont la crois- 
sance nécessite plus d’oxygéne. 

Ce procédé nous a donné des résultats satisfaisants dans nos 
recherches sur le- bactériophage. 


INACTIVATION DU BACTERIOPHAGE 
PAR LES BACTERIES SENSIBLES 
EN PRESENCE D’ELECTROLYTES 


par A. GUELIN. 


Les bactériophages sont inactivés par les bactéries sensibles ; cette 
inactivation s’explique par la fixation des corpuscules bactériopha- 
giques sur la surface bactérienne. Dans notre précédent travail (1) 
nous avons indiqué que l’inactivation presque imperceptible des bac- 
tériophages, dans l’eau distillée, devient plus apparente dés qu’on y 
ajoute une certaine quantité de sel NaCl. L’intensité de la fixation 
croit en fonction de la quantité de sel ajoutée jusqu’A une certaine 
concentration, puis décroit. La quantité optima de sel est différente 
pour les deux bactériophages étudiés : 2,3 cm*® (2) pour le bactério- 
phage S 13 et 0,1 pour le bactériophage C16. D’ailleurs, Gratia en 1939, 
a montré l’action défavorable des solutions riches en électrolytes pour 
la fixation des phages sur ‘les bactéries (3), tandis que Lisbonne et 
Carrére, déja en 1923, ont supposé que la fixation du bactériophage 
sur les bactéries ne se produit pas en l’absence d’électrolytes (4). 

La technique employée dans nos expériences consiste a distribuer 
les bactéries chauffées pendant une heure a 56° et les bactériophages 
actifs sur elles, dans une série de tubes contenant 10 cm? d’eau dis- 
tillée. Des doses croissantes de solution moléculaire de chlorure de 
sodium sont préalablement distribuées dans ces tubes. Le titrage se 
fait apres trente minutes d’inactivation 4 37° sur des boites de gélose. 


(1) A. Guertin, ces Annales, 1945, 741, 487. 
(2) La solution de chlorure de sodium est préparée 4 5 molécules gram- 


mes, les doses prises dans nos expériences seront toujours pour 10 cms 
deau distillée, 


(3) A. Gratia, C. R. Soc. Biol., 1939, 3, 62. 
(4) LisBonne et Carrire, C. R. Soe. Biol., 1923, 89, 865. 
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En étudiant certains bactériophages, nous avons pu définir que pour 
le phage coli-dysentérique 174 (dont les plages sont visiblement plus 
grandes que celles du S 13), la quantité optima de chlorure de sodium 
est environ 3-4 cm’, tandis que pour les phages coli 36 et staphylo- 
coque Twort l’optimum est autour de 0,2-0,3 cm’, c’est-d-dire environ 
16 fois moins. 


DIMENSIONS EN Mu. 


OPTIMUM DE SEL 
solution moléculaire 


BACTERIOPHAGES en e 
centimétres cubes vt aires eerie. 
(pour 10 cm’ d’eau) oats (Lépine, Nicolle 


(Rouyer et Grabar) et Giuntini) 


iE Sam eat Ges Se 3-4 (Les dimensions des plages sont 
environ une fois et demie plus 
grandes que S13, ce qui laisse 
pan Loser que les dimensions de 
ce bactériophage sont inférieures 
a celles de S13.) 


4a Toran eae 2 8-10 48-20 
eee eae 0,2-0,3 20-30 24-25 
5 dg nae a a aa 0,2-0,3 30-78 54-60 
CAOPe Me ee \@  0,06-0,4 60-75 


Nous avons supposé précédemment que l’optimum de sel, néces- 
saire 4 une inactivation maximum du phage, se trouve en rapport 
avec sa taille. Cela est confirmé, dans une certaine mesure, par des 
phages de tailles nettement différentes comme le 174 et le $13 d’un 
cété, et le C16 et le Twort de l’autre. Mais chez les phages de tailles 
plus rapprochées, l’optimum de sel ne différe pas beaucoup, ce qui 
fait penser A l’existence d’un autre facteur, en dehors de la taille 
du phage. 

Sans exclure l’influence possible des bactéries sur l’existence des 
différents optimum de sel chez les phages, il faut penser que c’est sur- 
tout le bactériophage qui importe. Nous voyons par exemple que, 
pendant l’inactivation de deux phages différents, S13 et C16, par 
la méme bactérie paradysentérique Y6R, l’un, exige pour son inacti- 
vation 2,3 cm® de chlorure de sodium, tandis que pour l’autre il 
suffit de 0,1 cm?. Le bactériophage C 36 conserve le méme optimum 
de sel, avec deux bactéries différentes : paradysentérique Y 6R et Bac- 
terium coli 36. Chez ce bactériophage l’inactivation dans l’eau salée 
par ces deux bactéries n’est jamais complete. Pourtant l’une d’elles 
(Y6R) inhibe le phage C16, jusqu’a 100 p. 100 et avec un autre opti- 
mum de sel. 

L’intensité d’inactivation des bactériophages par les bactéries dépend 
beaucoup de 1’état de ces bactéries, et en premier lieu 

a) de leur quantité ; 

b) de la température 4 laquelle elles ont été chauffées ; 

c) de leur traitement préalable par le chlorure de sodium. Nous 
allons citer ici briévement quelques expériences : 
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: POURCENTAGE DU PHAGE C36 
eds erst inactive seeeene 
a i = 
en copuiniatie cube ee ma Ree 
3 q’ f 
Rae eter 2 par Bact. C36 par B. Yer 
(eC ercmeetce BiG tals Pat 34 46 87 
O.Lite Ae are 39 52 400 
Ue Fer Mar coe eae 86 73 
073. 69 58 18 
Ob icten. IA nas 40 58 34 
OG iice Set ae eee 39 32 28 


a) L’intensité de l’inactivation des bactériophages dépend directe- - 
ment du nombre des bactéries employées 


SOLUTION MOLECULAIRE > CONCENTRATION 
de NaCl des bactéries an Hope G16 inactive 
en centimétre cube paradysentériques Y6R es - a fontoUminited 
(pour 10 cm$ d’eau) pour 10 cm’ d’eau distillée Pp 
GPE Ne ON ee er hie Peet 4,10° iw 99,9 
NO lbs cated ead aay pray ewerey sen rar 5,40° Oh) 
EL atria Rate slave! ox (op cathe canes SpuOs 97 
OM Cinctensritcutears Lacie ans 4,408 95 
Oem he oon Sees bros aA? 21 
Dest ibettriss Bree ee 4,40° 50 
URC be Gein s 8 aera on oe Dre AAO 9 
(35 | Sales AeA ie ee PRE Aste Ad 410% 9 


ESLER EE IEE SIT SE LDL EE SEED ET SCE RSLS ST EE LIE PEE TEEPE PL LY POI ESTEE IE SE CO EE 


Nous voyons ici, qu’avec la méme concentration de sel, l’intensité 
de l’inactivation diminue, & mesure que la quantité de bactéries 
diminue. Avec des quantités différentes de sel, inactivation est non 
seulement en rapport avec la quantité de sel, mais aussi avec la 
quantité de bactéries : 


POURCENTAGE DU PHAGE C16 


BOLUIION MOLEGULATRE inactivé en présence de différentes quantités de Yer 


de NaCl en centimétre cube 
(par 10 cm3 d’eau) 


1,10® par centimétre cube | 5,10® par centimétre cube 


——— 


Ae hier acto Meg Meee ud 24 64 
TAL eer tees Bae Ge™ 58 66 
HT esas ct ie anaes et 53 88 
0:05, See reaua haere 64 98 
1 Ree eS Rey he 90 99 
he Waren acy ei A 712 98 
Ode: 3h J 48 55 
i Re al 


& AP By eae Meee 0 57 
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b) L’intensité de Vinactivation par les bactéries chauffées dépend de 
la température & laquelle ces bactéries ont été chauffées 


SS SS SS SSS SS SSS SSS SS SS 


B. PARADYSENTERIQUE Yer 
chauffé pendant trente minutes 
a la température de : 


56° 66° 76° 100° 
Pourcentage du phage C16 inactivé par Yor 
aprés quinze minutes en présence de 0,2 cm$ 
d'une solution moléculaire de NaCl... .| 94 84 17 23 


c) Le traitement préalable des bactéries par le chlorure de sodium : 

Nous avons constaté également que si l’on ajoute les doses de chlo- 
rure de sodium en méme temps que les bactéries et le bactériophage, 
on obtient des résultats trés irréguliers dans l’inactivation (surtout 
avec des quantités de sel éloignées de l’optimum). C’est pourquoi il 
est nécessaire de traiter les bactéries par le chlorure de sodium avant 
d’ajouter Je bactériophage : : 


SOLUTION MOLECULAIRE POURCENTAGE DU PHAGE C16 INACTIVE 
de NaCl en centimétre cube 
: par B. Yer non traité par B. Yer traité 
(pour 10 cm® d'eau) par NaCl préalablement par NaCl 

NOM om ete ty oe deetis, te. 62 44 
OPODeeinrrcti ters scaw othw Js 24 87 

OM OUR ce eins lames reece es: ua ble 22 4100 

TNO es ade Soe Bo ae 94 400 

OOS EM Fests gan ca cata! fo ven fe 54 4100 

“TES RS! ee ee one rae 80 4100 

ORD Maret ies feces ex ty cides eh caine 90 94 

OV Siento che, 4.6 ist cel is alk. 90 78 

OS Ae tree, et sitet pen tc vsaile tise. 65 34 

QRS megs wes acters fence) wesire) tell 48 28 


POURCENTAGE DU C16 
BOee ron inactivé aprés quinze minutes a 37° par B. Y6R 
moléculaire de NaCl traité préalablement par NaCl a la température de : 


en centimétre cube 


(pour 10 cm? d’eau) Qo 20° ‘37° 


oo, 


85 89 93 
97 97 wi) 
44 79 89 
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Ce contact préalable des bactéries avec le sel, est réalisé dans nos 
expériences. 4 37° pendant vingt minutes. A 20°, il est préférable de 
le prolonger pendant trente minutes. La température a une visible 
influence. Si on traite les bactéries par le sel a basse température, 
l’inactivation des phages par les bactéries sera moins prononcée. 
(V. le tableau précédent.) 

L’action de la température se fait d’ailleurs sentir directement sur 
V’inactivation des phages. Nous voyons qu’da basse température la 
quantité des phages inactivés est moins grande 


POURCENTAGE DU BACTERIOPHAGE C16 
cee og inactivé par B. Yer, traité par NaCl a 37°; 
moléculaire de NaCl l'inactivation est faite aux températures suivantes : 


en centimétre cube 
(pour 10 cm® d’eau) 


2° 20° 37° 
0k Ff cee a 43 82 96 
Ort nan, es con ie 97 99 
Spent sea ake, 27 42 86 


Les bactéries et les phages traités séparément par la solution de 
chlorure de sodium, lavés avec de l’eau distillée (cas des bactéries) 
ou dilués dans cette eau (cas des bactériophages), ne donnent pas 
d’inactivation si les électrolytes ne sont pas ajoutés au moment méme 
de leur contact : 


Expérience A (bactéries traitées par le sel indépendamment du _ bac- 


tériophage). — 1° Quatre tubes contenant une quantité égale de bac- . 


téries (Y6R) chauffées ; 

2° Dans deux des tubes, les bactéries sont traitées pendant trente 
minutes a 37°, par la solution moléculaire de NaCl. La quantité de 
sel en cm? est 0,1 (quantité optimum) pour un tube, et 0,5 (quantité 
empéchant l’inactivation) pour l’autre tube ; 

3° Centrifugation des bactéries dans l’eau distillée trois fois ; 

4° Les culots sont repris par 10 cm d’eau chacun ; 

5° 0,04 cm® de la solution moléculaire de NaCl est ajouté & un des 
culots bactériens, qui a été traité par 0,05 cm*® de sel ; un tube, des 
bactéries non traitées par le sel, recoit 0,1 cm? de NaCl ; 


TRAITEMENT UANTITE DE SEL 
préalable . Bae ae 
NUMEROS tos eat ree : bactériophage C16 
an qitaniite au moment inactivé par Yer 
sonata de l'inactivation | en présence de sel 
bere Bo nc ror ert ac 0,5 0,04 84 
Eee ee BOR LB, Con Co 04 0 8 
Bode hte Oeics ics 0 0.4 400 
e's, Nese eae hots 0 0 0 
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6° Bain-marie 4 37° pendant vingt minutes ; 

7° Le bactériophage C16 est ajouté partout ; 

8° Inactivation trente minutes a 387° ; 

9° Titrage. 

Les résultats du titrage montrent que les bactéries traitées par le 
sel, indépendamment des bactériophages, sont incapables d’inactiver 
ce dernier dans l’eau distillée, si on n’ajoute pas de sel au moment 
de leur contact. (V. le tableau précédent.) 


ExPERIENCE B (Bactériophage traité par le sel indépendamment des 
bactéries). — 1° 10 cm’ de bactériophage C16 sont traités par 0,1 cm? 
de solution moléculaire de NaCl, pendant trente minutes a 37° ; 

2° Dilution cent fois dans plusieurs tubes ; . 

3° Une partie des tubes recoit 0,1 cm* de solution moléculaire de 
NaCl, l’autre 0,1 cm® d’eau distillée ; 

4° Bain-marie 4 37° pendant vingt minutes ; 

5° Les bactéries de Y6R chauffées sont ajoutées partout ; 

6° Inactivation A 37° pendant trente minutes ; 

7° Titrage. 

Les résultats montrent l’inactivation de 99-100 p. 100 des phages, 
dans les tubes qui ont recu le sel ; tandis que les tubes sans NaCl, 
donnent une inactivation de 29 p. 100, ce qui est normal en raison 
du sel qui a été apporté pendant la dilution du bactériophage au 
centiéme. 

Donc le traitement du bactériophage par le NaCl, indépendamment 
des bactéries, n’influence pas son inactivation par ces derniéres, dans 
l’eau distillée sans électrolytes. 

Certaines bactéries, comme le staphylocoque Twort et surtout 
B. coli 36, inhibent plus activement les bactériophages, si la sus- 
pension bactérienne est gardée préalablement 4 la glaciére pendant 
quelques jours : 


SES LE A AS LEE TEI EEE TEI ATI LETS STEAD ERED LOE N ELLE LEE 2 ELEC PEN LEI 


SOLUTION MOLECULAIRE POURCENTAGE DU PHAGE (36 INACTIVE 
par B. coli 36 
de NaCl en centimétre cube 
(pour 10 cm* d'eau) préparé le jour méme préparé 5 jours auparavant 
OF OSie ts phs) 22 of Kop gs e o tae 30 38 
Ds Qi cpg figs Goce Sore es a 
QOS ee te) wa isiahh kyo. ony er 
02) OU RAL See inane 50 80 
sOay on 6S nGubonecy prance ean B5 87 
LASS nme sale oe ae, oo 37 71 
DAC BUS Uae ng ako so Mace 24 45 
(Ostd..9 pital wise couiey Hohner oi 16 43 


La vitesse de l’inactivation du bactériophage dépend des quantités 
de sel. oe 
Nous avons déja vu dans nos précédentes expériences que la vitesse 
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de fixation n’est pas la méme pour les phages ayant un optimum de 
sel différent. Nous avons maintenant observé que la vitesse d’inacti- 
vation du méme bactériophage C16 dans l’eau bidistillée, dépend de 
Ja quantité de sel ajouté. 


SOLUTION 
moléculaire 
de NaCl 


POURCENTAGE DU PHAGE C46 INACTIVE 


en 
centimétre cube 


3 aprés aprés aprés aprés aprés aprés 
Pee deed? 4 ecto 8 Ee eielion 12 minutes|16 minutes|20 minutes} 30 minutes 
OF 0S te. eet 87 93 94 86 96 ; 98 
Oil Geet coertar 4 99 98 98 98 ga 400 
0,2 8 44 id 83 92 98 
Oe signs By 


L’influence de la quantité de sel, sur la vitesse d’inactivation du 
C16, ressort nettement, dans une de nos expériences, des résultats 
de titrages pendant vingt-quatre heures. On voit ici, que les quantités 
de sel comme 90,01 et 0,05, peu favorables pour Jl inactivation des 
phages pendant les premieres trente minutes, ont donné une inacti- 
vation proche de 100 p. 100 aprés vingt-quatre heares. 


Aa aes POURCENTAGE DU PHAGE C16 INACTIVE PAR Yor 
de NaCl 
en 
centimétre cube 
(pour 10 cm? aprés aprés aprés aprés aprés aprés 
d'eau) 30 minutes} 14 heure 2heures | 4 heures | 6 heures | 24 heures 
O001> a9 ee 42 9 uy 34 60 TA 
O00 Sipe. 42 35 62 7A 75 co 
OF 04 ee ae 45 45 73 94 88 98 
EUR OR Tans ey 63 713 84 90 94 99 
OL oeeGee ee eee 43 } 42 40 43 5 49 
LR onl ok Aas 43 40 ) 


D’aprés ce tableau, nous voyons aussi que les doses plus grandes 
de sel, empéchent inactivation de notre phage (ce que Gratia avait 
déja noté antérieurement) ; méme aprés vingt-quatre heures nous ne 
constatons pas ici d’inactivation. Le phage lui-méme s’est_ bien 
conservé, probablement grace 4 la quantité de sel ajoutée. 

Pour finir, notons que le bactériophage C16, une fois inactivé 
dans l’eau bidistillée en présence de sel et des bactéries Y 6 R, ne peut 
redevenir actif méme si les bactéries sur lesquelles il est fixé. sont 
lavées et placées dans un milieu sans électrolytes 
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4°? Jour 3° ET 4° JOURS 
Q ry 
= Quantité des plages de G16 
s £o- 
=) 
Q ok 
o5 Eo q va ‘3 
2° Bes 45 5 0 ao iS ia 
Za Ses 3 3:3 22 a 2° JouR 5 3 
be osg — 6 Ga oc Do tie 
ae) r=] ae ns ee i ae od 
Baie) goo S ta 5 0 a S oO Siar) 
q iy 3; ns anes ae BY “ 
a3 faa aie aS RO als ae a” 
ea of eS a2 AS ae? c-) Psy 
Roe Sac no oo § Srebis os h 4 
° 568 > 52 oo n ou a, 
ra Osa, ae ie On — Ca © 
o wz Fe “4 ae = 
g . 23 | Se 
9759 0,04 5 4 4 3 4° 2 0 
9.9 0,4 5 0 0 4 0 0 
10,0 0 295 262 230 428 
10,0 0 307 255 294 455 


ConcLusion. — 1° L’inactivation des phages dans 1’eau distillée par 
les bactéries chauffées nécessite la présence de sel (NaCl) ; 

2° La quantité optimum de sel varie suivant les bactériophages ; 
dans une certaine mesure elle dépend ‘de la taille des corpuscules bac- 
tériophagiques ; 

3° L’intensité d’inactivation des phages par des bactéries chauffées, 
dépend beaucoup de 1’état de ces bactéries, et en premier lieu : 

a) de leur quantité ; 

b) de la température a laquelle elles ont été chauffées ; 

c) de leur traitement préalable par le chlorure de sodium. 

4° La vitesse d’inactivation du bactériophage dans l’eau distillée 
dépend des quantités de sel ajouté ; 

5° Le bactériophage une fois inactivé en présence de sel ne peut 
redevenir actif, méme si les bactéries sur lesquelles il est fixé, sont 
lavées et placées dans un milieu sans électrolytes. 


(Institut Pasteur. Service du bactériophage.) 


INACTIVATION DU BACTERIOPHAGE 
PAR LES AUTOLYSATS BACTERIENS 
ET PAR UN POLYSACCHARIDE D’ORIGINE 
NON BACTERIENNE 


par A. GUELIN. 
Nos précédentes recherches sur l’inactivation du bactériophage par 


les bactéries, nous ont conduit A poursuivre notre travail avec des 
autolysats bactériens pour passer ensuite a certains de leurs composés 
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plus simples : les polysaccharides. Dans ce travail nous allons exposer 
briévement : a) l’inactivation des phages par l’autolysat bactérien pré- 
paré sans chauffage ; 6) Vinactivation des phages par un polysaccha- 
ride d’origine non hbactérienne. 

En 1933 Lévine et Frisch indiquent les premiers la possibilité de 
neutralisation des phages par les extraits bactériens préparés d’aprés 
la méthode de Landsteiner. Les années suivantes : Burnet, Gough, 
White, Beumer et P. Bordet confirment ces résultats. 

Les extraits bactériens sont préparés d’habitude par l’autolyse des 
bactéries A 50°. Nous avons cherché a obtenir des extraits 4 partir de 
cellules vivantes, pensant que préparés de cette maniére ceux-ci 
seraient plus actifs (dans un travail précédent, nous avons indiqué 
l’influence de Ja température sur les récepteurs bactériens). Il était 
d’autant plus nécessaire de disposer d’extraits préparés a partir des 
cellules vivantes, que 1’étude de l’inactivation du bactériophage par ~ 
les bactéries non chauffées est génée par la multiplication de ces 
derniéres. Avec les extraits préparés A la température normale, les . 
récepteurs bactériens doivent étre stabilisés et ne doivent pas étre 
altérés par le chauffage. D’ailleurs Beumer (1) a obtenu des extraits 
actifs par simple agitation de culture vivante dans ]’eau physiologique, 
suivie d’un chauffage 4 60°. Le B. paradysentérique Y6R avec lequel 
nous avons expérimenté nous donne des résultats négatifs avec cette 
méthode. 

Pour nos essais, nous avons pris le B. paradysentérique Y6R et 
le staphylocoque Twort. Le procédé est le suivant : 

1° Une culture de quarante-huit heures sur plaques de gélose est 
mise en suspension dans l’eau distillée 4 raison d’une boite de Pétri 
(10 cm.) pour 5 cm® d’eau ; 

2° Macération au bain-marie 4 37° pendant cing jours. La suspension 
est agitée plusieurs fois par jour ; 

3° Centrifugation 4 plusieurs reprises pour débarrasser compléte- 
ment le liquide des bactéries ; 

4° Conservation a 4°. 

Les lysats ainsi obtenus, sont capables d’inactiver les bactériophages 
correspondants. Voici par exemple les résultats du titrage d’un auto- 
lysat préparé avec le B. paradysentérique Y6R : 


Dilution du lysat Yer. ./4: 4/4: 5/4: 40/4 : 20/4 : 50/4: 1400/4 : 200) 4: 500 
Pourcentage du phage C16 


inactivé .| 99,6 | 99,4/98,6|98,2| 90 | 64 | 98 23 


Pour l’inactivation des phages, l’autolysat et le bactériophage dilué 
sont mis en proportion de 1:1. Le titrage est fait sur des plaques 
de gélose aprés deux heures d’inactivation A 37° (nous avons constaté 
qu’on n’a pas besoin de 50° pour l’inactivation des phages par notre 
lysat, 37° donne des résultats tres satisfaisants). 


(1) Brumer, Acta biologica belgica, 1941, 490. 
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L’autolysat, préparé avec le b. Y6R est toujours plus faible que 
celui préparé avec le staphylocoque Twort. Les deux lysats sont doués 
de spécificité, c’est-a-dire que le lysat du b. Y6R n’est pas actif sur 
le bactériophage Twort et inversement. L’inactivation des phages par 


des lysats dépend de la température et de la durée de lexpé- 
rience : : 


Température de l’inactivation. .... 4e ayik 
Pourcentage du phage C16 inactive par 
lautolysat Yer pendant deux heures. 45 80 


DuréecdeVinactivation.. . =... +. 0 h. 30 4h. 2h. 80 4h. 
Pourcentage du phage C16 inactivé par 
LAMHOLV SAG GRie leew Betis). also 8 37 $7 93 


Dans ces deux derniéres expériences, l’autolysat est dilué a 1: 40, 
de fagon a éviter une inactivation trop brutale. ; 
Dans l’eau distillée, l’inactivation des bactériophages par les auto- 
lysats n’est pas empéchée, contrairement & ce que nous avons observé, 
dans le cas de ]’inactivation de bactériophages par leurs bactéries sen- 
sibles. Cela s’explique probablement par le fait que dans la macération 

bactérienne se trouvent les sels nécessaires. 

En 1934, Gough et Burnet ont indiqué que c’est l’antigéne polysac- 
charidique de 1’extrait’ bactérien qui neutralise les bactériophages. En 
1940, Antoinette Pirie, provoque l’hydrolyse des polysaccharides des 
bactéries chauffées, sur lequels le bactériophage est fixé; et pour 
la premiére fois, elle réussit a libérer les phages de la surface bacté- 
rienne. Il semble bien que ce soient les polysaccharides des bactéries 
qui sont responsables de l’inactivation du bactériophage. 

Il nous a paru intéressant d’étudier l’inactivation non seulement 
avec des bactéries ou leur autolysat, mais aussi avec leurs composés : 
les polysaccharides. Avant de commencer 1’extraction des polysaccha- 
rides bactériens nous avons voulu étudier l’action des polysaccharides 
d’origine non bactérienne. A notre demande, M. Rosenberg, de |’Institut 
Physico-chimique, nous a conseillé d’essayer l’amidon, le glycogéne 
et la chitine. 

La solution de glycogéne 4 20 p. 100 (pH = 7) employée dans nos 
expériences est chauffée 4 56° pendant une heure, aprés quoi elle est 
placée 4 37° pendant vingt-quatre heures. 

Cetté manipulation est répétée trois fois. Le bactériophage employé 
dans cette expérience est dilué dans du bouillon, de fagon 4 contenir 
200-300 corpuscules par 0,05 cm® que l’on ajoute a la solution de gly- 
cogéne. Le titrage est fait sur plaques de gélose aprés deux heures 
de contact 4 37°. 

Nous avons étudié l’inactivation par le glycogéne de quelques bac- 
tériophages appartenant Aa deux différents groupes : le groupe des 
bactériophages coli-typhique-dysentérique et le groupe des bactério- 
. phages staphylocoques : 


Annales de V'Institut Pasteur, t. 73, u* 5, 1947. 33 
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BACTERIOPHAGES INACTIVES doe pleco 

par le glycogéne a 20 p. 100° aCe 
Staphylocoquiesl wOrtes «scm. telcos Gene eke et ois een on 95 
Paratyphique Biv. to%, Sve siete yr cenit Pees es 87 
Staphylocoque Sid Kes.) oer eee reer) Sone nt et oe 80 
Typhiqueybister (Po Pip 0s ac, cet eee ere re en a 80 
ParadySenteriques Sits eam snis us aren sme caren ies toe neem eth: 
Ty phigue: Lister G. Pes eta &, 2ekiaweae vere ok on i ce a 59 
OF rene cet URrinost PR Aion ern acre <a Seas ry cumy io CAN rea Wee 44 
SORA nee in eer room e hater oi Goes ee toe a Glo 0 
Stil je hea coos wuss bod hey ce cele a ea ae es 0 


L’inactivation des phages par le glycogéne 4 10 p. 100 a éié moins 
prononcée ; voici quelques résultats : 


Staphylocoque Twort. ... . s0hoa ae oh ot ee oy eke s OMe 84 
Paradyseutenquessd3:. ice) shun ee tee ee ane me 28-58 
GHG Fe ees sy “Sy gouia wilh "eperey Nar rate ey edpee ee Co oth ce i oe mM a PS 0-10 


Nos résultats montrent que fa plupart des bactériophages sont inac- 
tivés par le glycogéne comme s’ils se trouvaient en présence des bac- 
téries ou des autolysats bactériens. Le pourcentage d’inactivation 
varie suivant les phages différents. Notons que les phages staphylo- 
cocciques semblent bien étre inactivés par le glycogéne, tandis que les 
phages coli (C 16 et C36) sont plus résistants. Le bactériophage subtilis 
n’est pas inactivé. 

D’aprés ces résultats on voit que le glycogéne inactive également 
les phages appartenant 4 deux groupes trés différents tel que le groupe 
slaphylococcique d’un cdété et le groupe coli-typhique-dysentérique, 
de l’autre. D’aprés les faits généralement connus, les bactériophages 
de ces deux groupes sont si spécifiques que jamais les phages d’un 
groupe ne peuvent étre inactivés par les bactéries de l’autre groupe. 
Tandis que dans nos expériences nous constatons qu’un polysaccha- 
ride d’origine non bactérienne comme le glycogéne ne montre aucune 
spécificité en inactivant les phages typhiques et staphylococciques. 
On comprend |’intérét de ce fait, si on se rappelle que certains auteurs 
comparent le complexe bactérie-hactériophage au complexe antigéne- 
anticorps. 

Comme nous I’avons déja indiqué plus haut, le chauffage du glyco- 
géne a une température supérieure 4 56° inhibe son action sur le 
phage. 


Températnre & laquelle le glycogéne a été préala- 


Hlemeéentsc hawk. ete ke oervehewl geet eee ee nee 56° ' 80° 
Pourcentage du phage Twort inactivé par le glyco- 
penere20 pr 100s 4 4 case 5 anes aioe 84 24 


Une question se pose : s/agit-il vraiment d’une inactivation des 
phages par le glycogtne ou seulement d’une action nocive quelconque. 
Pour répondre a cette question nous avons traité par le glycogénc les 
bactéries vivantes sur lesquelles les corpuscules bactériophagiques ont 
été préalablement fixés. Aprés deux heures de traitement le titre du 
bactériophage est sans changement. I] semble que le glycogéne inac- 
tive réellement les phages sans les détruire. 
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Nous tenons ici & remercier M. Rosenberg de 1’Institut Physico- 
chimique qui nous a conseillé d’utiliser le glycogéne comme polysac- 
charide. 

‘D’autre part, c’est grace & l’amabilité de M. Silberstein de l'Institut 
Pasteur que nous avons pu avoir le glycogéne Merck (pur pour analyse). 
eee préparations étaient contaminées avec des spores résistantes 

fo} 


Conctusion. — 1° Il est possible de préparer l’autolysat bactérien 
actif contre les phages correspondants A partir des cellules vivantes 
et a 37°. L’intensité de l’inactivation dépend de la température et de 
la durée de l’expérience ; 5 

2° Les phages peuvent aussi étre inactivés en présence d’un_poly- 
saccharide d’origine non bactérienne : le glycogéne. Cette inactivation 
se présente comme si les phages étaient en contact soit avec les bac- 
téries, soit avec leur lysat ; 

3° L’inactivation des phages par le glycogéne, n’est pas spécifique. 
Les bactériophages de deux groupes différents comme staphylocoque 
et coli-typhique-dysentérique sont également inactivés par lui ; 

4° L’action du glycogéne sur le bactériophage est inhibée par le 
chauffage. 

(Unstitut Pasteur. Service du bactériophage.) 


A. Lwoff : M™° Guelin a observé « l’inactivation » de bactériophages 
en présence de glycogéne. Cette constatation appelle quelques réflexions 

Eugéne et Elisabeth Wollman ont montré que le lysozyme libére 
les phages des souches lysogénes du B. megatherium. L’on sait aujour- 
d’hui que les polysaccharides bactériens sont susceptibles d’adsorber 
des bactériophages. Les recherches d’Antoinette Pirie ont en effet mis 
en évidence Ja libération par le lysozyme des bactériophages fixés sur 
des B. megatherium tués par la chaleur. Cette libération se produit 
- au méme moment que l’hydrolyse des polysaccharides par le lysozyme. 
Les bactéries tuées par la chaleur et ayant subi l’action du lysozyme 
ne sont plus susceptibles d’adsorber le bactériophage. 

Les mucopolysaccharides sont trés répandus chez les bactéries ; ils 
jouent un rédle important dans leur physiologie. Comme 1’a montré 
Karl Meyer, c’est leur dépolymérisation par le lysozyme qui est respon- 
sable de l’éclatement des microbes. Or, ces mucopolysaccharides sont 
présents non seulement chez les bactéries mais aussi chez les ani- 
maux. On est donc en droit de se demander si Ja diminution de la 
teneur en bactériophages observée par M™® Guelin en présence de 
glycogéne ne serait pas due 4 une simple adsorption sur le glycogéne 
ou peut-étre méme sur un mucopolysaccharide présent dans le gly- 
cogene A titre d’impureté. 

De toute facon, les expériences de M™ Guelin montrent que le 
nombre de bactériophages diminue en présence de glycogéne ; cette 
constatation peut s’expliquer par une simple adsorption de bactério- 
phages qui n’est pas nécessairement liée a leur « inactivation ». 
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INDICATIONS FOURNIES PAR LE BACTERIOPHAGE 
| SUR L’ETAT SANITAIRE DES EAUX 


par A. GUELIN et J. LE BRIS. 
| 


En 1941, M. E. Wollman nous a proposé d’entreprendre une étude 
sur les bactériophages des eaux, en accord avec la Commission Scien- 
tifique de la Seine, et aujourd’hui Centre d’Etudes Hydrobiologiques du 
CANN. TS: 

La méthode habituellement employée pour définir le degré de pollu- 
tion des eaux, consiste & déterminer la quantité de B. coli présent 
dans cette eau. 

Cependant la colimétrie ne peut prétendre 4 1l’exactitude car le © 
B. coli isolé de l’eau n’est pas toujours d’origine animale. D’autre 
part elle ne donne aucune précision sur l’existence de germes patho- 
génes tels que les B. typhiques, dysentériques, le vibrion cholérique, 
etc. I] serait préférable d’avoir 4 sa disposition une méthode rapide 
et précise indiquant non seulement le degré de pollution de 1l’eau, 
mais aussi la présence des germes infectieux qui peuvent s’y trouver. 
La méthode colimétrique doit donc étre complétée sinon changée, et 
des recherches dirigées dans ce sens sont nécessaires. . 

Satellite constant des bactéries, décelable méme lorsqu’il est trés 
rare, le bactériophage nous parait susceptible d’étre recherché dans 
ce but. L’étude des bactériophages des eaux commencée par Dumas — 
en 1920, a donné des résultats intéressants. Certains auteurs se sont 
proposé d’étudier non seulement les phages des eaux d’un point de 
vue général, mais aussi d’élucider la signification de leur présence dans 
l’eau. Leur action lytique sur certaines bactéries en font-elles des agents 
de purification de la nappe superficielle de l’eau? Peuvent-ils servir 
d’indicateur du degré de pollution de l’eau >? Malheureusement, chaque 
auteur a traité la question individuellement, en employant ses propres 
méthodes et ses propres souches. D’aussi diverses techniques ont pu 
donner des résultats intéressants, elles ne permettent guére de com- 
parer entre eux les résultats des différents travaux. 

D’autre part, la plupart des auteurs n’ont donné a leurs études 
qu’un aspect qualitatif. Nyberg, seul, entreprit des recherches quan- 
titatives en 1929, mais il n’a pu résoudre le probléme. Néanmoins les 
travaux accomplis représentent une étape préliminaire et permettront 
sans doute d’arriver 4 une solution heureuse. Nous sommes con- 
vaincus, que des études bien coordonnées sur les bactériophages des 
eaux nous améneront a l’établissement de méthodes précises et rapides 
pour la définition de |’état sanitaire des eaux et pour la détermination 
des germes infectieux spécifiques qui s’y trouvent. 

En 1941, E. Wollman nous a conseillé de rechercher une méthode 
quantitative d’évaluation des phages de ]’eau. Sous sa direction cette 
méthode a été établie, et les premiers résultats ont été publiés en 
1943 (1). Depuis nous sommes parvenue 4 simplifier cette méthode, 
mais cette nouvelle modification n’est probablement pas définitive. 


(1) A. Guertin, ces Annales, 1943, 69, 219. 
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Le principe en consiste a définir la plus petite quantité d’eau qui 
contient du bactériophage décelable vis-a-vis d’une souche standard. 
Il faut noter que nous ne cherchons pas a établir les quantités d’un 
phage défini, ce qui serait pour le moment sans conséquences ; nous 
cherchons la quantité des phages actifs sur une souche donnée. D’ici 
on voit Vimportance qu’auraient des recherches coordonnées sur les 
quantités de phages dans l’eau. Ces recherches seraient effectuées non 
seulement avec les méthodes standards mais aussi avec les souches 
standards. C’est le seul moyen de faire avancer le probléme. 

Chaque échantillon d’eau destiné & nos titrages en baciériophages 
6tait en méme temps soumis a la colimétrie. En 1942, grace a l’ama- 
bilité de M. Diénert, de l'Institut Agronomique, nous avons pu avoir 
les résultats bactériologiques de l’eau. A partir de 1943 c’est M. Coin, 
du Service de Contréle des Eaux de la Ville de Paris, qui s’est chargé 
de cette tache. Ainsi, nous avons pu comparer les résultats obtenus 


Fic. 14. — Quantité des bactériophages anti B Coli 36 en amont de Paris (- - ---- -- ) 
a Evry Petit Bourg, et en aval de Paris (————_) a Bougival. 


de part et d’autre, et, sur cette base, tirer les conclusions nécessaires. 
Nous remercions sincérement M. Diénert et M. Coin pour leur pré- 
cieux concours. 

L’étude quantitative des phages dans les prélévements provenant 
des différents points du bassin de la Seine nous a montré que la 
quantité des bactériophages est proportionnelle au degré de contami- 
nation de l’zau. Dans ce travail nous donnerons seulement certains 
résultats obtenus avec les phages actifs sur une souche de B. coli 
(le coli 36). Cette souche posstde une vaste réceptivité vis-a-vis d’un 
grand nombre de phages et de ce fait nous parait tout indiquée pour 
en déceler le plus grand nombre (fig. 1). 

Dans la figure 1, nous voyons nettement que la Seine contient plus 
de phages en aval qu’en amont de Paris. Bactériologiquement l’eau a 
Evry-Petit-Bourg (amont) est beaucoup moins polluée qu’a Bougival 
[aval de Paris] (2). 

La figure 2 nous montre que la quantité des phages dans l’égout 
de Clichy, qui débouche dans la Seine est considérable. En examinant 


(2) La recherche du B. coli dans les deux points de la Seine a été faite 
dans le service de M. Diénert. 
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‘deux points de la Seine avant et aprés la réception de cet égout, nous 
constatons que c’est en aval que l’eau contient le plus de bactério- 
phages. Les quantités de B. coli déterminées dans ces. trois points, 
correspondent a nos résultats. 

Nous avons aussi titré les bactériophages dans la Source de la Dhuys 


Fic. 2. — Quantité des phages anti B. Colt 36 dans l’égout (————_) 
et dans la Seine avant (— — —) et aprés égout (és -ae-+5-- ve 


Bacterium Coli 
(par litre) 


Hgout 


7.500.000 
9.000.000 
ante 30.000.000 
juin. . 49.000.000 
: 3 juin ee 70.000.000 
Dip UI ees 
AIS ee oe 1.009.000 
juillet a 50.000.000 
juillet. . 40.000.000 
Hallet sae 50 000.000 
Septembre . 30.000 000 
seplembre .- . 30 000.000 
seplembye . 70,000.000 
8 septembre. 30.000. 000 
octobre . 60.000 000 
octobre .|} 410.000.0009 
novembre 2. 


cococococoeocoeocooceco[a 


Oo 


(1) Dans 20 cm? d'eau. 


au Raincy. Les prélévements ont été effectués immédiatement a la 
sortie de l’acqueduc. L’eau est considérée comme trés propre. Elle 
contient trés peu de B. coli et jusqu’ici nous n’avons pas pu y déceler 
de bactériophages actifs sur le B. coli 36. Parallélement nous avons 
étudié Veau d’égout de Clichy (8). 


(3) La recherche du B. coli dans la Seine, l'eau de source et l’eau d’égout, 
: ae faite grace & M. Coin du Service de Contréle des eaux de la Ville 
le Paris. 


aE 


q 
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Ces résultats sommairement présentés montrent qu’A une quantité 
élevée des bactériophages de l’eau correspond une quantité élevée de 
B. coli. Ainsi, on peut admettre que le bactériophage indique le degré 
de contamination générale de l’eau. Le bactériophage peut étre sans 
aucune difficulté décelé méme dans des dilutions au millionitme. D’ot 
la possibilité de sa recherche dans les questions touchant A l’hygiéne 
des eaux. L’exactitude de ces mesures dépend de ]’étendue de la sensi- 
bilité des souches bactériennes employées. 11 serait désirable que les 
laboratoires chargés de la surveillance bactériologique des eaux s’en- 
tendent sur le choix de ielles souches. 

Les faits exposés se rapportent exclusivement a la définition bact& 
riologique de l’état général de l’eau. On peut se demander quelle 
possibilité ouvre le bactériophage pour lidentiffcation des germes 
pathogénes de l’eau, spécialement le B. typhique. C’est vers ce but 
que tendent actuellement nos efforts. 


. ConcLtusion. — La quantité de bactériophage actif sur une souche de 
B. coli dans une eau est proportionnelle au degré de contamination 
en B. coli de cette eau : dans l’égout de Clichy la quantié des phages 
coli est plus élevée que dans la Seine ; en amont de Paris, la Seine 
contient beaucoup moins de ces phages qu’en aval ; et l’eau de source 
de la Dhuys au Raincy, considérée comme trés pure au point de vue 
colimétrique, ne contient pas de phages méme dans 20 cm® d’eau. 

Le bactériophage peut étre recherché et titré dans le but de con- 
naitre l’état sanitaire des eaux. : 

Il serait d’un grand intérét pratique d’établir une méthode du méme 
genre pour déceler la présence du bacille typhique dans l’eau. 


(Institut Pasteur. Service du bactériophage.) 


Le Gérant: G. Masson. 
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